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Abkürzungen
a, b, c Parameter des kombinierten Zeitgesetzes der dynamischen Liberationen
ATR Abgeschwächte Totalreflektion
[C] Cetrorelixkonzentration
CD-Spektroskopie Circular-Dichroismus-Spektroskopie
Cit Citrullin
COSY Korrelierte Spektroskopie (Correlation Spectroscopy)
DMA Dimethylacetamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DRIFT-Spektroskopie Fourier Transformations-Infrarotspektroskopie in Diffuser Reflektion
EVOCAP Programm EVOCAP (Excluded VOlume Constrained Assembly Packing)
FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
FSD Fourier-Selbstentfaltung
FSH Follikelstimulierendes Hormon
FT Fourier-Transformations
FTIR-Spektroskopie Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie
GB/SA Solvatation mit der Generalized-BORN/Solvent-Accessable-Area-Methode
GnRH Gonadotropin-Releasing-Hormon
HATR Horizontale Abgeschwächte Totalreflexion
HPLC Hochleistungs-Flüssigkeitschromatografie
LH Luteinisierendes Hormon
LHRH Luteinisierendes Hormon-Releasing Hormon
MC-Simulation Monte-Carlo-Simulation
MD-Simulation Molekulardynamik-Simulation
MM3 Kraftfeld für Molekülmechanik von Kohlenwasserstoffen
Nal Naphthylalanin
Nd:YAG-Laser Neodym-dotierter Yttrium-Aluminum Garnet-Laser
NLLS-Fit Nichtlineares Fitverfahren (Non-Linear-Least-Squares-Fit)
NMR-Spektroskopie Kernresonanzspektroskopie
Pal Pyridylalanin
PD Pharmakodynamik
pGlu Pyroglutaminsäure
Phe(4Cl) para-Chlor-Phenylalanin
PK Pharmakokinetik
QEQ Ladungsberechnung durch Charge-Equilibration
QSAR Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen
R Ideale Gaskonstante
SAR Struktur-Wirkungs-Beziehungen
T Temperatur
t50 Halbwertszeit
Die Bezeichnungen der Aminosäuren in der vorliegenden Arbeit entsprechen den Konventionen der
IUPAC-IUB-Kommission der Biochemischen Nomenklatur [Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 348
(1967) 256; J. Biol. Chem. 247 (1972) 977].
Zur besseren Übersicht sind im folgenden die 20 natürlichen Aminosäuren mit ihren ein- und drei-
Buchstaben-Abkürzungen angegeben.
Aminosäure Drei-Buchstaben-Code Ein-Buchstaben-Code
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsäure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsäure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
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1 Problemstellung
In der vorliegenden Arbeit werden Beiträge zur Entwicklung neuer Depot- und Applikationsformen
von Cetrorelix, einem Antagonisten des Gonadotropin-Releasing-Hormons (GnRH) vorgestellt. Im
Gegensatz zu zahlreichen Alternativen wird dabei auf eine kovalente Bindung oder den Einschluss
des Peptidwirkstoffes an bzw. in eine meist polymere Matrix verzichtet. Vielmehr wird aufgrund
der zahlreichen Erfahrungen in den Arbeitsgruppen von Prof. Losse und Prof. van Pée an der Tech-
nischen Universität Dresden das Verfahren der nichtkovalenten Komplexbildung von Peptiden mit
Partnermolekülen eingesetzt. Diese Peptidkomplexe besitzen je nach Komplexpartner verschiedenste
Aggregations- und Freisetzungseigenschaften und erlauben damit eine preiswerte und ausgesprochen
vielseitige Wirkungsmodifizierung. Bei der Suche nach neuen Partnern und Herstellungsverfahren
für Cetrorelixkomplexe wurde besonderer Wert auf die Biokompatibilität der Komplexpartner gelegt.
Gegenüber traditionellen Depotformen sollen durch deren Einsatz der Schutz vor unerwünschter Ag-
gregation des Wirkstoffs und die Biophilie der Depotpräparate deutlich verbessert werden. Die phar-
makologischen Eigenschaften der entwickelten Cetrorelixkomplexe wurden im Rahmen von standar-
disierten dynamischen Freisetzungsexperimenten untersucht, sodass ein Vergleich der zahlreichen, im
Rahmen verschiedener Arbeiten in der Arbeitsgruppe hergestellten Cetrorelixkomplexe möglich ist.
Nur durch möglichst exakte Kenntnis von Art und Größe der beteiligten Wechselwirkungen, der
Raumstruktur größerer Moleküle und der Struktur der festen Form der Komplexe ist es möglich,
effizient, schnell und zielgerichtet neuartige Komplexe mit den gewünschten Freisetzungs- und Ap-
plikationseigenschaften zu entwickeln. Besonderer Wert wurde daher im Rahmen der vorliegenden
Arbeit auf die Aufklärung der Struktur von Cetrorelix sowie dessen Aggregaten und Komplexen ge-
legt. Neben klassischen Methoden der Strukturaufklärung, wie Kernresonanz-, Infrarot- und Fluores-
zenzspektroskopie wurden erstmals molekülmechanische Berechnungen für die Strukturaufklärung
der Cetrorelixkomplexe eingesetzt. Dabei wurde ein neuartiges, auf an der Technischen Universität
Clausthal entwickelter Software basierendes Modellierungsverfahren erarbeitet, das die Simulation
und Charakterisierung von Molekülaggregaten mit Hilfe von atomistischen Monte Carlo-Verfahren
erlaubt und für die Simulation von Polymeren in Solvathüllen bereits in ähnlicher Form erfolgreich
angewendet wurde.
Neben dem Ziel des verbesserten Verständnisses der Komplexstruktur und -stabilisierung wurde un-
tersucht, inwieweit durch die Computersimulationen der wichtigsten molekularen und Freisetzungsei-
genschaften eine Vorhersage der in vitro- und später auch in vivo-Eigenschaften von Peptidkomplexen
möglich ist. Gelingt dies, kann die Entwicklung der Komplexe vom derzeit praktizierten, gezielten
Screening hin zu einem „Maßschneidern“ von Depotformen mit den für die jeweilige Therapie ge-
wünschten Eigenschaften verbessert und beschleunigt werden.
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2 Theoretischer Teil
2.1 Einführung
2.1.1 GnRH-Analoga als Pharmazeutika
Peptide sind kurzkettige Polymere aus Aminosäuren und treten in lebenden Organismen als Hydro-
lyseprodukte von Proteinen sowie als eigenständig synthetisierte Moleküle auf. Viele dieser freien
Peptide, vielfach Hormone, weisen eine hohe biologische Aktivität auf. Hormone sind Botenstoffe,
die von spezifischen Zellen endokriner Drüsen ausgeschieden und durch das Blut transportiert werden.
Sie stimulieren oder supprimieren Funktionen anderer Gewebe oder Organe. Bekannte Peptidhormone
sind die von dem Pankreas ausgeschiedenen Peptide Insulin und Glucagon sowie die Hypophysenhor-
mone Corticotropin und Ocytocin. Bestimmend für die biologische Wirkung und Spezifität der Pep-
tidhormone ist deren Aminosäuresequenz. Durch die unterschiedliche Kombination der Aminosäuren
wirken Peptide in so unterschiedlichen Bereichen wie Gehirn (Enkephaline), Gewebe (Bradykinin)
oder Hypophyse (Thyroliberin) [Schambach et al. 1986].
Nerval
Adenohypophyse
GnRH
FSH / LH
Sekundäre Geschlechtsorgane
Reize
Zentralnervensystem
Hypothalamus
Primäre Geschlechtsorgane
Testes Ovar
Sertoli-Zellen Follikel
Leydig-Zellen Corpus Luteum
FSH / LH
Östrogene, Proge-
steron, Testosteron
Testosteron Östrogene
Progesteron
Luteolytischer
Faktor
Abbildung 1: Vereinfachter Wirkungsmechanismus von GnRH im menschlichen Organismus [Voet &
Voet 1992]
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Das Dekapeptid Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) 1 stellt ein zentrales Element der pituitär-
gonadalen Achse im menschlichen Organismus dar und besitzt die Sequenz pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-
Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2. GnRH wird im Hypothalamus gebildet und pulsweise freigesetzt. Es
bindet an spezifische Rezeptoren der Hypophysemembran und bewirkt damit die Sekretion der gona-
dotropen Peptidhormone Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikelstimulierendes Hormon (FSH).
Deren biologische Aktivität besteht u.a. in der Steuerung der Steroidhormonsekretion in den Go-
naden. Eine anhaltend hohe Konzentration an GnRH führt nach anfänglich hoher LH- und FSH-
Ausschüttung zu einer down-Regulation durch Reduktion der Rezeptoranzahl in der Adenohypo-
physe. Darüber hinaus regulieren die sezernierten Sexualhormone über einen Feedbackmechanismus
die GnRH-Synthese. In der Steuerung der hormonalen Reproduktionskontrolle nehmen Synthese und
Wirkung von GnRH somit eine zentrale Stellung ein (Abb. 1). Die Isolation, Charakterisierung und
Synthese von GnRH gelang 1971 den unabhängig voneinander arbeitenden Gruppen um SCHALLY
und GUILLEMIN, die für diese wissenschaftliche Leistung 1977 mit dem Nobelpreis für Medizin
geehrt wurden [Schally et al. 1971].
Tabelle 1: Aminosäuresequenzen von GnRH und ausgewählten GnRH-Analoga (dargestellt sind die
gegenüber dem natürlichen GnRH veränderten Aminosäuren [von Angerer 1996, Kutscher et al.
1997]).
GnRH pGlu1 His2 Trp3 Ser4 Tyr5 Gly6 Leu7 Arg8 Pro9 Gly10-NH2
Agonisten
Buserelin D-Ser(tBu) Gly-NHEt
Leuprorelin D-Leu Gly-NHEt
Nafarelin D-Nal(2)
Histrelin D-His(Bzl) Gly-NHEt
Triptorelin D-Trp
Goserelin D-Ser(tBu) Azagly-NH2
Antagonisten
Cetrorelix Ac-D-Nal(2) D-Phe(4Cl) D-Pal D-Cit D-Ala-NH2
Nal-Glu Ac-D-Nal(2) D-Phe(4Cl) D-Pal D-Glu(AA) D-Ala-NH2
Ramorelix Ac-D-Nal(2) D-Phe(4Cl) D-Trp D-Ser(Rha) Azagly-NH2
Ganirelix Ac-D-Nal(2) D-Phe(4Cl) D-Trp D-hArg(Et2) hArg(Et2) D-Ala-NH2
Antarelix Ac-D-Nal(2) D-Phe(4Cl) D-Trp HCi Lys(Ipr) D-Ala-NH2
Antide Ac-D-Nal(2) D-Phe(4Cl) D-Trp Lys(Nic) D-Lys(Nic) D-Ala-NH2
Das therapeutische Potenzial von GnRH erstreckt sich aufgrund seiner zentralen Rolle in der Steue-
rung der Sexualhormonsekretion auf Behandlungen sowohl des gesunden als auch des erkrankten
Organismus. Von besonderer Bedeutung sind hierbei die Ovulationsinduktion im Rahmen der in
vitro-Fertilisation [Collins & Hughes 1995, Jennings et al. 1996] sowie die Behandlung frühzeitiger
Pubertät, Endometriose und steroidhormonabhängiger Tumore [Vijayan 1996, Leyendecker & Wildt
1996]. Dabei sind dem Einsatz von natürlichem GnRH als Therapeutikum aufgrund dessen kurzer
biologischer Halbwertszeit von 2-4 Minuten enge Grenzen gesetzt. Vielmehr kommen für den the-
rapeutischen Einsatz GnRH-Analoga (Agonisten und Antagonisten) mit verbesserter Wirkung und
Bioverfügbarkeit zur Anwendung [von Angerer 1996].
1Vielfach wird GnRH auch als LHRH (Luteinisierendes Hormon-Releasing Hormon) bezeichnet, mitunter auch als LRF
(Luteinizing Hormone Releasing Factor), Gonadoliberin oder Luliberin.
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Bis heute wurden in verschiedenen Arbeitsgruppen ca. 4600 GnRH-Agonisten und -Antagonisten syn-
thetisiert und analysiert. Die zurzeit klinisch angewandten GnRH-Analoga sind Peptide mit gegenüber
GnRH veränderter Primärstruktur. Vor allem durch den Einsatz nichtnatürlicher und D-Aminosäuren
sowie durch die Veränderung von C- und NH2-Termini lassen sich die Proteasestabilität drastisch
erhöhen und agonistische oder antagonistische Wirkprofile erzielen [Geiger 1984] (Tab. 1).
2.1.2 Cetrorelix - ein hochwirksamer GnRH-Antagonist
Der GnRH-Antagonist Cetrorelix ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Cetrorelix ist ein GnRH-
Antagonist der dritten Generation und wurde durch SCHALLY et al. 1986 erstmals synthetisiert 2
und 1988 vorgestellt [Bajusz et al. 1988]. Die Substanz wurde aufgrund ihrer hohen Rezeptoraffinität,
niedriger Histaminfreisetzung [Kleemann et al. 1991] sowie hoher Stabilität unter dem Einfluss pro-
teolytischer Enzyme [Deger et al. ] intensiv in ihren Eigenschaften und pharmakologischem Potenzial
untersucht [Asta Medica 1996, Asta Medica and Nippon Kayaku Shionogi 1997].
Abbildung 2: Aminosäuresequenz von GnRH
Abbildung 3: Aminosäuresequenz von Cetrorelix
Die Primärstruktur von Cetrorelix ist durch zahlreiche Veränderungen gegenüber dem natürlichen
Vorbild GnRH gekennzeichnet. Lediglich die Aminosäuren in Position 4 und 5 sowie 7-9 der Peptidse-
quenz blieben unverändert. Den hydrophoben NH2-Terminus zeichnen proteasestabile D-Aminosäuren
aus, die für das Wirkprofil essentielle Position 6 [Bajusz et al. 1988, Folkers et al. 1987] wurde mit
2Die vorläufige Bezeichnung für Cetrorelix lautete SB-075. Dieser Name wurde noch längere Zeit in Publikationen
verwandt.
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D-Citrullin gegenüber Glycin im GnRH stark verändert sowie die C-terminale Position 10 durch D-
Alanin modifiziert (Abb. 2 und 3). Cetrorelix kann sowohl durch Festphasensynthese [Asta Medica
1994], als Fragmentkondensation auch mit Hilfe der klassischen Flüssigphasensynthese [Kleemann
et al. 1991] hergestellt werden. Das synthetisierte Peptid wird fast ausschließlich als Acetat (CAS
130143-01-0, D-20761), selten als Trifluoracetat (CAS 130289-71-3, D-20453) mittels präparativer
HPLC gereinigt und anschließend gefriergetrocknet [Asta Medica 1994]. Das entstandene Produkt ist
eine weiße, flockige, in verdünnter Essigsäure leicht lösliche Substanz.
Durch zahlreiche in vitro- und in vivo-Untersuchungen konnte die hervorragende Wirksamkeit von
Cetrorelix für verschiedene Indikationen festgestellt werden. So bewirkt das Peptidhormon eine Testo-
steron- [Csernus et al. 1990] und LH-Suppression [Albano et al. 1996,Albano et al. 1997], bei längerer
Anwendung auch die Reduktion von GnRH-Rezeptoren [Pinski et al. 1996]. Die Verabreichung von
Cetrorelix beeinflusst die Chromatinreifung in den Spermatozoen [Golan et al. 1997] und stimuliert
die Ovarien [Felberbaum et al. 1995]. Eine der wichtigsten nachgewiesenen Wirkungen ist die Hem-
mung des Wachstums hormonabhängiger Tumore [Asta Medica 1994, Horvath et al. 1995, Jungwirth
et al. 1997, Jungwirth et al. 1998]. Einen Überblick über derzeit definierte Indikationen und Anwen-
dungsgebiete für den klinischen Einsatz von Cetrorelix vermittelt Abb. 4.
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Abbildung 4: Indikationen und Anwendungsgebiete für den klinischen Einsatz von Cetrorelix (Quelle:
ASTA MEDICA AG)
2.1.3 Überblick zu Applikationsmöglichkeiten und Depotformen für Peptidpharmaka
Die Applikation eines Pharmakons bildet den Beginn einer Kette biochemischer Vorgänge, die zu ei-
ner bestimmten und zeitlich festgelegten biologischen Reaktion im Organismus führen. Dabei wird
das Pharmakon entweder an Körpergrenzflächen oder direkt in das Körperinnere bewegt. Nach der
Verteilung im Organismus konkurrieren Rezeptorbindung und damit verbunden die biologische Wir-
kung mit Biotransformation und Exkretion (Abb. 5). Bei der Auswahl eines geeigneten Applikations-
modus sind eine Reihe von Faktoren zu berücksichtigen, die medizinische, stoffliche und ökonomi-
sche Gesichtspunkte repräsentieren [Scheler 1989, Chess 1998]:
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Abbildung 5: Vorgänge nach Applikation eines Pharmakons im Organismus [Scheler 1989]
  gewünschte Resorptionsgeschwindigkeit und Wirkungsdauer,
  Aggregatzustand des Wirkstoffs und Art der Arzneiform,
  Löslichkeit des Pharmakons,
  Chemische Eigenschaften der Verbindungen,
  Bedingungen seitens des Patienten und
  ökonomischer Aufwand.
Für die Applikation an Körpergrenzflächen sowie in das Körperinnere bestehen zahlreiche, verschie-
dene Verfahren, die den Einsatz verschiedenster Arzneiformen sowie unterschiedliche Resorptions-
prozesse ermöglichen. Somit lassen sich für ein Pharmakon gezielt Resorptionsgeschwindigkeit und
Wirkungsdauer steuern (Tab. 2). Bei der Applikation von Peptid- und Proteinpharmaka sind im Ver-
gleich zu strukturell einfacheren Arzneistoffen zusätzliche Anforderungen zu berücksichtigen. So ist
für die Bindung des Pharmakons an den Rezeptor neben der Erhaltung der Primärstruktur oft auch die
Sekundärstruktur, bei Proteinen zusätzlich die Tertiärstruktur entscheidend [Leonard et al. 1995,Liu &
Zhou 1995, Okuyama & Ohuchi 1996]. Bereits geringfügige Änderungen der Umgebungsbedingun-
gen, wie pH-Wert, Ionenstärke oder Temperatur können die Konformation der Pharmaka bedeutend
beeinflussen, wodurch insbesondere die bequeme orale Applikation mit bukkaler, gastraler oder inte-
stinaler Resorption für unmodifizierte Peptide kaum anwendbar ist. Die Erhaltung der Primärstruktur
stellt unter den Bedingungen des Organismus aber auch wegen der Präsenz zahlreicher Proteasen eine
erhebliche Schwierigkeit dar. Darüber hinaus neigen Peptide und Proteine zu Aggregation mit sich
selbst oder mit Körperproteinen sowie zur Adsorption an Oberflächen. Weitere potenzielle Probleme
beim Einsatz von Peptidpharmaka entstehen durch deren unerwünschte Speicherung nach der Appli-
kation. Derartige, körpereigene Depots bilden sich entweder durch Affinität zu Biostrukturen bzw.
Löslichkeitseffekte oder seltener durch aktiven bzw. spezifischen Transport [Scheler 1989].
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Tabelle 2: Überblick über wichtige Applikationsarten für Pharmaka [Scheler 1989]
Applikationsart geeignete Aggregatzustän-
de bzw. Phasengemische
bevorzugte Arzneiformen
Applikation an der Körpergrenzfläche
1. Verabreichung auf die Haut (perkutan, epi-
kutan)
viskos-flüssig, fest, Emulsio-
nen, Suspensionen
Lösungen, Extrakte, Salben,
Pasten, Puder
2. Anwendung auf Schleimhäuten
a) Mund- und Zungenschleimhaut (buccal,
perlingual, sublingual)
flüssig, fest Lösungen, Extrakte, Pulver,
Tabletten
b) Magen- und Darmschleinhaut (enteral) flüssig, fest, Suspensionen,
Emulsionen
Lösungen, Extrakte, Pulver,
Tabletten, Pillen, Dragees,
Kapseln
c) Rektumschleimhaut (rektal) flüssig, fest, Suspensionen,
Emulsionen
Lösungen und Einläufe, Sup-
positorien
d) Nasenschleimhaut (nasal) flüssig, Emulsionen Lösungen, Salben
e) Bronchial- und Alveolarepithel (pulmonar) gasförmig, Aerosole, Rauche Gase, Dämpfe, Flüssigkeiten,
Spray
f) Konjunktivalschleimhaut (konjunktival) flüssig, Emulsionen Lösungen, Salben
g) Schleimhäute der Genitalorgane und Harn-
wege (vaginal, uretheral)
flüssig, Emulsionen (auch
fest)
Lösungen, Extrakte, Salben,
Puder, Globuli
Applikation in das Körperinnere (parenteral)
1. unter Umgehung einer Resorption
a) intrakardinal flüssig Lösungen
b) intraarteriell flüssig, gasförmig Lösungen, Gase
c) intravenös flüssig Lösungen
2. unter Einschaltung eines Resorptionspro-
zesses
a) intrakutan flüssig Lösungen
b) subkutan Suspensionen, Emulsionen,
flüssig
Lösungen, Kristallsuspensio-
nen, Emulsionen
c) intramuskulär Suspensionen, Emulsionen,
flüssig
Lösungen, Kristallsuspensio-
nen, Emulsionen
d) intraperitoneal, intrapleural Suspensionen, Emulsionen,
flüssig
Lösungen, Suspensionen,
Emulsionen
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Das hohe und vielfältige therapeutische Potenzial von Peptidhormonpräparaten erfordert eine breite
Palette gewünschter Resorptionsgeschwindigkeiten und Wirkungsprofilen. So sind im Fall der GnRH-
Antagonisten kurzzeitige Applikationen z.B. bei der Ovulationsinduktion mit möglichst sofortiger
Resorption und begrenzter Wirkungsdauer ebenso von Bedeutung wie Langzeitapplikationen z.B. in
der Tumortherapie mit möglichst langanhaltender, konstanter Resorption und somit langer Wirkungs-
dauer. In allen klinischen Anwendungsfällen ist jedoch die exakte Kontrollierbarkeit des zeitlichen
Wirkprofils eine Grundvoraussetzung für die Zulassung eines Pharmakons.
Peptidpharmaka werden derzeit bevorzugt parenteral [Duijkers et al. 1997, Kamijo et al. 1996, Pinski
et al. 1992] oder enteral [Lee & Chien 1995, Flinn et al. 1996b, Flinn et al. 1996a], in Einzelfällen
auch perkutan [Bhatia & Singh 1997, Bhatia et al. 1997], verabreicht. Bei der Entwicklung der da-
für anzuwendenden Applikationsformen stehen die gezielte Freisetzung des Wirkstoffes sowie dessen
Schutz vor proteolytischem Abbau im Vordergrund. Einen wesentlichen Beitrag zur Verringerung der
enzymatischen Spaltung liefert die Primärstruktur der Peptidpharmaka selbst. So konnte durch die
Sequenzabwandlung mit nichtnatürlichen und D-Aminosäuren eine wesentliche Stabilisierung der
GnRH-Analoga gegenüber Proteasen erreicht werden [Kleemann et al. 1991,Deger et al. , Jankowsky
1995]. Weitere Stabilisierungen lassen sich durch die kovalente Bindung (Konjugation) der Wirkstoffe
an Proteaseinhibitoren [Bernkop-Schnurch et al. 1997] oder Polymere [Morgan et al. 1996] erzielen.
Auch zur Steuerung der Wirkstofffreisetzung wird die kovalente Fixierung der Pharmaka an oder in
einem polymeren Träger bevorzugt [Stolnik et al. 1995,Torchilin & Trubetskoy 1995,Tracy 1998,Za-
lipsky 1995]. Durch die Auswahl der Art des Trägermaterials sowie der Art der Fixierung lassen sich
somit die gewünschten Freisetzungsprofile erzielen [Pinski et al. 1992, Lee & Chien 1995, Kamijo
et al. 1996]. Nachteilig wirken sich dabei jedoch der teilweise große Aufwand für die Herstellung
der Konjugate, die Gefahr irreversibler Veränderungen der Pharmaka bei langandauernder Wechsel-
wirkung mit dem Trägermaterial sowie die notwendige Entfernung oder Metabolisierung des Trägers
nach erfolgter Wirkstoffabgabe aus. Eine ausführliche Zusammenstellung der untersuchten und teil-
weise klinisch eingesetzten Depotpräparate für GnRH und GnRH-Analoga ist in der Dissertation von
MURGAS [Murgas 1998] zu finden.
Für die Beurteilung des Freisetzungs- und Wirkungsprofiles eines Pharmakons sind pharmakokine-
tische (PK-) und pharmakodynamische (PD-) Untersuchungen erforderlich. Dabei beschreiben phar-
makokinetische Parameter die Verteilung und Konzentration eines Pharmakons im Organismus in
Abhängigkeit von der applizierten Dosis. Mit Hilfe der Pharmakodynamik kann dagegen die erzielte
Wirkung des Pharmakons in Abhängigkeit von dessen Lokalisierung und Konzentration im Organis-
mus beschrieben werden (Abb. 6). Für die quantitative Beschreibung von PK und PD werden Mo-
delle eingesetzt, die die biologische Realität in vereinfachter Form beschreiben (Tab. 3), jedoch die
komplexen physiologischen Verhältnisse nur in grober Näherung darstellen können. Für die gezielte
und Langzeitfreisetzung des in der vorliegenden Arbeit untersuchten GnRH-Antagonisten Cetrorelix
kommen bislang fast ausnahmslos Mikrokapseln aus biologisch abbaubaren Polymeren, zumeist DL-
Milch-/Glykolsäure-Copolymere, zum Einsatz [Csernus et al. 1990]. Zusätzlich dazu kann Cetrorelix
als schwerlösliches Embonat eingesetzt werden, was nach der Freisetzung aus der Polymermatrix zu
einem weiteren Retardeffekt durch verzögerte Resorption führt [Pinski et al. 1992].
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Abbildung 6: Zusammenhänge zwischen Pharmakokinetik (PK) und Pharmakodynamik (PD) [Cawel-
lo & Antonucci 1997]
Tabelle 3: Überblick über verbreitete PK/PD-Modelle für stationäre Systeme [Meibohm & Derendorf
1997, Cawello 1997]
PK/PD-Modell Beschreibung Grundgleichung
Schrankenmodell Feststellung der Existenz eines vorbestimmten Ef-
fektes E f ix in Abhängigkeit von der Wirkstoffkon-
zentration c
E   E f ix wenn c  cSchranke
lineares Modell Direkte Proportionalität zwischen Effekt E und
Wirkstoffmenge, bestehend aus Konzentration c im
Transportmedium und Flussgeschwindigkeit m des
Mediums
E   E0 m  c
logarithmisch-
lineares Modell
Logarithmische Proportionalität zwischen Effekt E
und Wirkstoffmenge, bestehend aus Konzentration
c im Transportmedium und Flussgeschwindigkeit m
des Mediums
E   m  logcb
Emax-Modell Modell mit Betrachtung der Wechselwirkung von
Wirkstoff und Rezeptor, in Abhängigkeit von Wirk-
stoffkonzentration c, Maximaleffekt Emax und Wirk-
stoffkonzentration E50 bei 50% des Effektes
E   E0  Emax cE50c
erweitertes Emax-
Modell
Erweiterung des Emax-Modells für die Beschreibung
der Wechselwirkung von n Wirkstoffmolekülen und
einem Rezeptor
E   E0  Emax c
n
En50cn
2 THEORETISCHER TEIL 18
2.1.4 Komplexverbindungen als Depotsysteme
Peptidpharmaka besitzen durch die vielfältigen Funktionalitäten ihrer Aminosäureeinheiten zahlrei-
che Möglichkeiten der Wechselwirkung mit ihrer Umgebung:
1. Ionenpaar- oder elektrostatische Wechselwirkungen zwischen elektrisch unterschiedlich gela-
denen Ionen, Atomen und Atomgruppen,
2. Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Protonendonoren und -akzeptoren,
3. Disulfidbrücken als kovalente inter- oder intramolekulare Bindung zwischen Cysteinseitenket-
ten,
4. Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen Atomgruppen mit Ladungsverschiebung entlang der
Bindungen und
5. Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen unpolaren Atomgruppen und Molekülen.
Abbildung 7: Schematische Darstellung der typischen Wechselwirkungen innerhalb und zwischen
Peptiden und Proteinen [Visser 1992]
Die gezielte Nutzung der für natürliche Aminosäuren typischen Nebenvalenzwechselwirkungen (Abb.
7) erlaubt die Entwicklung von Retardsystemen, die nicht auf der Konjugation der Wirkstoffe an
Trägermoleküle beruhen, sondern sich vielmehr durch nichtkovalente Bindung der Peptide an Part-
nermoleküle auszeichnen. Die dabei entstehenden Molekülaggregate unterliegen keiner festgelegten
Stöchiometrie, sondern lassen sich in einem meist großen, kontinuierlichen Bereich der Zusammen-
setzung synthetisieren. Zur Stabilisierung derartiger Komplexe können unterschiedliche Wechselwir-
kungen parallel beitragen, wie durch die zahlreichen Untersuchungen zur Peptid- und Proteinfaltung
eindrucksvoll belegt wurde [Abkevich et al. 1995, Creighton 1995, Lemer et al. 1995, Michell et al.
1994, Smith & Regan 1995, Thornton et al. 1995].
Molekülaggregate aus Peptiden, Proteinen oder Molekülen ohne Peptidbindungen, die diese beschrie-
benen Wechselwirkungen zur intra- und intermolekularen Stabilisierung ausnutzen, werden im weite-
ren als Komplexverbindungen bezeichnet. Insbesondere die exakte Unterscheidung von Peptidsalzen
und -komplexen ist wegen der aufwändigen Strukturaufklärung im festen Zustand oft kompliziert.
Daher wird in dieser Arbeit für viele Aggregate von Peptidpharmaka der Komplexcharakter aufgrund
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der variablen Stöchiometrie bei gleichzeitiger Abwesenheit ungebundenen Komplexpartners ange-
nommen.
Zur Abgrenzung gegenüber polymeren Depotsystemen oder Salzverbindungen sind nachfolgende Ei-
genschaften für Peptid- und Proteinkomplexe charakteristisch:
  Peptid- und Proteinkomplexe werden durch nichtkovalente, teils verschiedenartige Wechselwir-
kungen stabilisiert,
  Peptid- und Proteinkomplexe sind in einem bestimmten, kontinuierlichen Stöchiometriebereich
darstellbar und
  Peptid- und Proteinkomplexe besitzen kein ausgeprägtes Kristallgitter.
Die Darstellung von Peptidkomplexen kann je nach Größe und Eigenschaften der Komplexpartner auf
unterschiedliche Weise erfolgen:
  Spontane oder durch Veränderung des Lösungsmittels induzierte Fällung von schwerlöslichen
Peptidkomplexen aus gelöstem Peptid und gelöstem Komplexpartner und
  Lyophilisierung von teilweise oder vollständig löslichen Peptidkomplexen nach Vereinigung
von gelöstem Peptid und gelöstem Komplexpartner.
Erste Depotpräparate für GnRH-Analoga durch Komplexierung wurden 1981 durch die Arbeiten von
NESTOR bekannt [Nestor et al. a,Nestor et al. b]. In diesen Arbeiten wurden schwerlösliche Komple-
xe von GnRH-Analoga mit Partnern aus folgenden unterschiedlichen Substanzklassen synthetisiert:
  anorganische Säuren,
  organische Säuren,
  Metallionen und
  organische Kationen.
Weitere Arbeiten führten zu Komplexen von GnRH-Antagonisten mit Embonsäure und Tannin [Ne-
stor & Vickery ]. Für derart hergestellte Komplexe wurde eine Schwerlöslichkeit auch bei therapeu-
tischer Anwendung am Organismus gefunden und somit die Eignung von Komplexverbindungen als
Depotformen für Peptidpharmaka bewiesen.
Am Institut für Biochemie der TU Dresden konnten die Erfahrungen aus Arbeiten zur Komplexierung
von Insulin, vor allem mit Polyaminosäuren, auf GnRH-Analoga erfolgreich übertragen werden. So
wurde für D-Phe6-GnRH eine signifikante Dosisminderung bei Komplexierung des Peptides mit Po-
lyglycin [Naumann et al. 1991] und anderen Polyaminosäuren erzielt [Braun 1991, Naumann et al. ].
Weitere Arbeiten in dieser Arbeitsgruppe führten zur Synthese und Charakterisierung von Komple-
xen des GnRH-Antagonisten Cetrorelix mit Polyaminosäuren und Carbonsäuren [Engel et al. ]. Dabei
konnten auch für dieses Peptidpharmakon Komplexe mit sehr unterschiedlicher, teils stark verzö-
gerter Wirkstofffreisetzung in statischen und dynamischen in vitro-Freisetzungsversuchen gewonnen
werden [Murgas 1998].
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Unsere Untersuchungen zur Herstellung und Charakterisierung von Peptidkomplexen, in der vorlie-
genden Arbeit bezogen auf Cetrorelix, verfolgen derzeit vor allem das Ziel, die gesamte Breite der
potenziellen Komplexpartnern zu erschließen und somit eine Fülle von vielfältigen, verträglichen und
preisgünstigen Depotformen für Peptidpräparate „nach Maß“ herstellen zu können.
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2.2 Untersuchungen zur Struktur von Cetrorelix und dessen Aggregaten
2.2.1 Sekundärstruktur von Peptiden
Trotz der festgelegten Zusammensetzung von Peptiden und Proteinen aus einzelnen Aminosäuren ist
deren räumliche Struktur wie bei fast allen Molekülen variabel, da alle Einfachbindungen im Molekül
auch einen Rotationsfreiheitsgrad besitzen. Im Unterschied zur Konfiguration von geometrischen oder
cis-trans-Isomeren, die durch Mehrfachbindungen oder Chiralitätszentren bestimmt wird und sich nur
durch das Aufbrechen einer oder mehrerer kovalenter Bindungen ändern kann, ist die Konformation
von Molekülen mit rotierbaren Bindungen auch ohne Veränderung kovalenter Bindungen im Prinzip
unbegrenzt variabel. Da sich jedoch die Energie der Konformere eines Moleküls unterscheidet, liegen
in der Realität meist nur wenige Konformere im Gleichgewicht zueinander vor.
Da im kovalenten Grundgerüst der Peptide und Proteine nur Einfachbindungen vorkommen, ist die
Konformationsvielfalt dieser Moleküle besonders hoch und für deren chemisches und biologisches
Verhalten überaus bedeutsam. Unter natürlichen Temperatur- und pH-Bedingungen überwiegen meist
eines oder einige Konformere, deren chemische und Raumstruktur wie folgt beschrieben wird [Leh-
ninger 1994]:
  Primärstruktur: Beschreibung der Zusammensetzung eines Moleküls aus Atomen und kovalen-
ten Bindungen,
  Sekundärstruktur: Konformation der Teilbereiche eines Moleküls,
  Tertiärstruktur: räumliche Anordnung der Teilbereiche eines Moleküls zueinander und
  Quartärstruktur: räumliche Anordnung unterschiedlicher Peptidstränge zueinander (in oligome-
ren Proteinen).
Durch den polymeren Charakter von Polypeptiden herrschen bestimmte, charakteristische Muster der
Sekundär- und Tertiärstruktur vor. So treten folgende Sekundärstrukturmerkmale in Peptiden und Pro-
teinen besonders oft auf:
  α-Helix,
  β-Faltblatt paralleler oder antiparalleler Peptidstränge und
  β-turn.
Derartige Sekundärstrukturen ordnen sich in Proteinen und größeren Peptiden zu charakteristischen
Tertiärstrukturmotiven, z.B. Helix-Turn-Helix, EF-Hand, β-Haarnadel, Grey Key oder β-α-β. Da die
typischen Sekundärsturelementen jeweils mehrere Aminosäuren einbeziehen, können sich Tertiär-
strukturen jedoch erst in größeren Peptiden mit mehr als 15 Aminosäuren ausbilden.
Zur einfacheren Beschreibung der Sekundärstrukturen in Polypeptiden werden die Diederwinkel der
rotierbaren Bindungen im Rückgrat der Peptidketten mit φ und ψ bezeichnet, während die Peptid-
bindung ϖ wegen ihres partiellen Doppelbindungscharakters als planar und in trans-Konfiguration
angenommen wird [Lehninger 1987]:
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  φ: Diederwinkel der N-C-Bindung in der Orientierung C-N-Ci1-Ci1,
  ψ: Diederwinkel der C-C-Bindung in der Orientierung N-C-C-Ni1 und
  ϖ: Peptidbindung C-N in der Orientierung C-C-N-Ci1.
Tabelle 4: Diederwinkel der häufigsten β-turns in einem Tetra-Gly-Fragment [Yang et al. 1996]
β-Turn-Typ φi1 ψi1 φi2 ψi2
I -60Æ -40Æ -110Æ 30Æ
I’ -60Æ 100Æ 100Æ 10Æ
II 70Æ 30Æ 80Æ 10Æ
II’ 60Æ -100Æ -100Æ -10Æ
Besondere Variabilität erhält die Konformation von Peptiden durch β-turns. Typischerweise werden
diese Sekundärtrukturelemente als Peptidsegmente aus 4 Aminosäuren beschrieben und die Positio-
nen mit i, i+1, i+2, i+3, vom N- zum C-Terminus laufend, bezeichnet. Die endständigen Positionen i
und i+3 sind meist mit β-Faltblättern von Peptid- oder Proteinhauptsträngen verbunden, deren Peptid-
bindungen jedoch antiparallel zueinander ausgerichtet sind [Yan et al. 1995]. Die zentralen Positionen
i+1 und i+2 kehren die Richtung der Peptidketten um und besitzen typische Diederwinkel φ und ϕ in
den verschiedenen Typen der β-turns. Mit ihrer Raumstruktur sind β-turns eine wesentliche Vorausset-
zung für kompakte, z.B. globuläre Proteine. Ebenso wird ihnen eine wichtige Rolle bei der Einleitung
der Proteinfaltung zugeschrieben [Yan et al. 1995]. LEWIS et al. führten 1973 insgesamt 10 Typen
von β-turns ein: I, I’, II, II’, III, III’, IV, V, VI, VII [Lewis et al. 1973], welche 1981 durch RICHARD-
SON auf 7 reduziert wurden: I, I’, II, II’, IV, VIa, VIb [Richardson 1981]. Meist werden jedoch mit I,
I’, II und II’ nur 4 Typen dieses Strukturelements betrachtet (Tab. 4 und Abb. 8), die etwa 60% aller
gefundenen Turnstrukturen ausmachen [Hutchinson & Thornton 1994].
Die biologische Wirkung von Pharmaka ist in enger Weise mit deren chemischen und physikochemi-
schen Eigenschaften verknüpft. Die Beziehungen zwischen Eigenschaften pharmakologisch wirksa-
mer Moleküle und der Selektivität und Sensitivität ihrer Wirkung auf einen Organismus werden mit
Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR) beschrieben. Die quantitative Analyse dieser Beziehungen
(QSAR) besitzt für die Entwicklung neuartiger Pharmaka eine stetig wachsende Bedeutung. Reines
Screening potenzieller Wirkstoffe auf gewünschte Wirkungen kann trotz moderner Hochleistungs-
analyseverfahren immer nur ein vorzugebendes Spektrum von Wirkstoffen an meist stark vereinfa-
chenden Modellsystemen charakterisieren. Das Ziel von QSAR-Untersuchungen besteht dabei in der
Wirkungsoptimierung bereits bekannter Pharmaka, der Auffindung neuer Leitverbindungen sowie der
Aufklärung von Wirkungsmechanismen. Auf der Basis so gewonnener Erkenntnisse lassen sich An-
sätze zur Gewinnung neuartiger Wirkstoffe ableiten.
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Abbildung 8: Raumstrukturen und Ramachandran-Plots der 4 häufigsten β-turns in einem Tetra-Gly-
Fragment [Yang et al. 1996]
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2.2.2 Experimentelle Methoden zur Sekundärstrukturanalyse von Peptiden
Die Infrarotspektroskopie ist eine leistungsfähige Methode zur Strukturaufklärung von Makromole-
külen. Sie analysiert den Frequenzbereich des infraroten Lichtes von ca. 1012 bis 1014 Hz und misst
dadurch Energieunterschiede zwischen verschiedenen Schwingungszuständen von Molekülen [Galla
& Müller 1988, Dluhy & Mendelsohn 1988, Haris & Chapman 1988, Fabian et al. 1994, Didi et al.
1991, Haris & Chapman 1995, Smith & Garry ]. Die Vibrationen eines Moleküls sind direkt von
dessen Primär- und Sekundärstruktur abhängig und lassen somit Rückschlüsse auf intra- und intermo-
lekulare Wechselwirkungen zu. Dabei lassen sich mit Hilfe der Infrarotspektroskopie, bedingt durch
deren Messprinzip, all jene Schwingungen in Molekülen analysieren, bei denen sich deren Dipolmo-
ment verändert. Die RAMAN-Spektroskopie als eine weitere Form der Schwingungsspektroskopie
kann als Komplementärmethode zur FTIR-Spektroskopie eingesetzt werden, da sich mit ihrer Hilfe
die Schwingungszustände messen lassen, die mit Veränderungen der Polarisierbarkeit eines Mole-
küls verbunden sind. Die Infrarotspektroskopie gilt seit langem als zuverlässiges und unkompliziertes
Werkzeug der biochemischen Analytik. Dagegen wurde die RAMAN-Spektroskopie erst in den letz-
ten Jahren durch die Entwicklung von Fourier Transform- (FT-) Geräten mit Laserwellenlängen im
nahen Infrarot (z.B. Nd:YAG mit Primäremission bei 1064 nm) zu einer derartigen Standardmetho-
de. Erst durch den Einsatz dieser neuartigen Geräte konnten die Hauptprobleme beim Einsatz der
RAMAN-Technik, deren starke Störung durch Fluoreszenz der Proben, Lösungsmittel und Aufnah-
mebehältnisse sowie die Erhitzung der Proben durch den Laser, eliminiert werden. Für die Struk-
turuntersuchungen von Cetrorelix im Rahmen dieser Arbeit konzentrierten wir uns dennoch auf den
Einsatz der FTIR-Spektroskopie, da mit ihr im Gegensatz zur RAMAN-Spektroskopie die Proben in
allen Aggregatzuständen sowie mit Hilfe spezieller Aufnahmetechniken auch in Mengen von weni-
gen Mikrogramm untersucht werden können. Eines der bedeutendsten Probleme bei der Aufnahme
und Analyse von FTIR-Spektren ist die Störung durch Wasser, welches starke Eigenabsorptionen in
wesentlichen Bereichen des IR-Spektrums besitzt. Für die Untersuchung wässriger Lösungen werden
daher entweder spezielle Aufnahmetechniken, wie z.B. Abgeschwächte Totalreflexion (ATR) oder bei
Transmissionsmessungen die Lösung in D2O statt Wasser, verwendet. Die Sekundärstruktur von Pep-
tiden und Proteinen in Lösung kann darüber hinaus mit guter Genauigkeit auch durch eine Zerlegung
von deren Circular-Dichroismus-Spektren zwischen 190 nm und 230 nm in eine Linearkombination
dreier Grundtypen (Abb. 55 links) ermittelt werden [Galla & Müller 1988, Woody 1996, Yang et al.
1986].
Bei der Auswertung der FTIR-Spektren werden die in Abb. 9 verdeutlichten N-H-Streckschwingun-
gen (Amid A-Bande), C=O-Streckschwingungen (Amid I-Bande) sowie C-NH-C-Beugeschwingun-
gen (Amid II-Bande) analysiert und somit die Anteile der verschiedenen Sekundärstrukturelemente an
der Konformation des Peptides bestimmt. Die Zusammenhänge zwischen der Sekundärstruktur von
Peptiden und Proteinen und der Intensität und Breite der beschriebenen IR-Banden wurden in den
vergangenen Jahren von zahlreichen Arbeitsgruppen eingehend untersucht.
Für die Interpretation unserer Spektren bezogen wir uns auf die in den Tabellen 5 und 6 zusammenge-
stellten Parameter. Dabei ist zu bemerken, dass mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie die ungeordneten
und α-helikalen Strukturen praktisch nicht unterschieden werden können und gemeinsam zu betrach-
ten sind. Durch die Differenzen zwischen den Spektrenbereichen, die in den Tabellen 5 und 6 für
gleiche Sekundärstrukturanteile angegeben werden, ergaben sich in der Praxis oft unterschiedliche
Möglichkeiten zur Interpretation der aufgenommenen Spektren. Aus diesem Grund wurden ausge-
wählte Spektren von in KBr aufgenommenen Proben zusätzlich einer datenbankgestützten Analyse
nach SARVER und KRUEGER unterzogen (siehe S. 65). Dabei wird der gesamte Spektrenverlauf von
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Abbildung 9: Dominierende Schwingungszustände im Rückgrat von Peptiden und Proteinen [Galla &
Müller 1988]
Tabelle 5: Abhängigkeit der Lage und Halbwertsbreite der Amid A-Bande in IR-Spektren von der
Sekundärstruktur in Polyaminosäuren und Proteinen [Kristof 1979]
Amid A-Bande
Konformation Lage des Maximums Halbwertsbreite
α-Helix um 3300 cm1 56 cm1 bis 90 cm1
antiparalleles β-Faltblatt 3266 cm1 bis 3300 cm1 56 cm1 bis 90 cm1
Zufallsknäuel 3250 cm1 bis 3300 cm1 150 cm1 bis 200 cm1
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Tabelle 6: Lage der Amid I-Bandenmaxima und Amid II-Bandenmaxima in Abhängigkeit von der
Sekundärstruktur nach GALLA [Galla & Müller 1988], MANTSCH [Mantsch 1991] und MIYAZA-
WA [Miyazawa & Blout 1961], Angaben in cm1
β-Faltblatt
Autor Zufallsknäuel α-Helix parallel antiparallel β-turn
GALLA 1675-1640 1675-1640 1700-1675
[Galla & Müller 1988] 1520-1545 1520-1545 1640-1620
1545-1550 1545-1550 1520-1530
MANTSCH 1645-1638 1662-1645 1638-1615 1695-1662
[Mantsch 1991] 1688-1682
MIYAZAWA 1660 1660-1650 1640-1630 1690-1670
[Miyazawa & Blout 1961] 1545-1520 1550-1540 1530-1520 1640-1630
1530-1520
1600 cm1 bis 1700 cm1 normalisiert und mit den Spektren von 17 Referenzproteinen verglichen,
deren Sekundärstruktur durch Röntgenstrukturanalyse aufgeklärt ist [Dousseau & Pezolet 1990, Sar-
ver Jr. & Krueger 1991a, Sarver Jr. & Krueger 1991b]. Eine ausführliche Darstellung und Diskussion
dieses Verfahrens sowie weitere Einzelheiten und Erklärungen zur Interpretation von Amid-Banden
in IR-Spektren können der Diplomarbeit von RATTEI [Rattei 1995] entnommen werden.
2.2.3 Bisheriger Stand der Sekundärstrukturanalyse von Cetrorelix
Die Untersuchungen der Beziehung von Primärstruktur und Wirkung verschiedener GnRH-Analoga
sowie die Aufklärung der Sequenz und Struktur des GnRH-Rezeptors haben zur Entwicklung zahlrei-
cher GnRH-Agonisten und -Antagonisten entscheidend beigetragen [Asta Medica 1996,Asta Medica
and Nippon Kayaku Shionogi 1997, Eidne & Anderson 1996, Sealfon & Millar 1995]. Nicht immer
zeigen diese meist durch gezielte Sequenzabwandlung abgeleiteten Moleküle jedoch die erwartete
Affinität zum GnRH-Rezeptor. Insbesondere Polymere wie Peptide und Proteine besitzen mit ihren
Sekundär- und Tertiärstrukturen zusätzliche stabile strukturelle Merkmale, die entscheidend für die
Art und Stärke ihrer Wirksamkeit im Organismus sein können. Wichtige Beispiele dafür sind die
in der Veterinär- und Humanmedizin bekannten Prionenerkrankungen, bei deren Entstehung Protei-
ne mit korrekter Primärstruktur, jedoch fehlerhafter Faltung, eine wesentliche Rolle spielen [Billeter
et al. 1997].
Im Rahmen von Struktur-Wirkungs-Untersuchungen mit Hilfe von Rezeptorbindungsstudien und Mo-
lekulardynamik(MD)-Simulationen konnte auch für GnRH und GnRH-Analoga ein Zusammenhang
zwischen biologischer Aktivität und Sekundärstruktur gefunden werden [Momany 1976a, Marshall
1993a,Momany 1976b,Momany 1978,Marshall et al. 1995,Nikiforovich 1994,Olma et al. 1994,Frei-
dinger et al. 1980]. Die Bezeichnung „biologisch aktive Konformation“ kennzeichnet diejenige Kon-
formation eines Peptidhormons, die bei der Bindung an den Rezeptor zum Zeitpunkt von dessen
spezifischer Reaktion festgestellt wird [Freidinger et al. 1980]. Jedoch liegen Peptide mit flexibler
räumlicher Struktur in Lösung oft im Gleichgewicht verschiedener energetisch äquivalenter Konfor-
mationen vor und eine Konformationsanalyse der an den Rezeptor gebundenden Peptide war mangels
geeigneter Analysemethoden anfangs nicht möglich. Daher wurden für diese Untersuchungen räum-
lich fixierte GnRH-Analoga synthetisiert. Zur Festlegung bestimmter Raumstrukturen wurden sowohl
2 THEORETISCHER TEIL 27
sterische Hinderungen [Geiger 1984,Marshall 1993b,Struthers et al. 1990] als auch verschiedene Cy-
clisierungen [Dutta et al. 1989, Dutta et al. 1993, Rivier et al. 1984, Rivier et al. 1988, Rivier et al.
1990, Seprodi et al. 1978] in die Peptidketten eingeführt. Im Ergebnis dieser Strukturuntersuchungen
wurde für biologisch aktive Konformationen ein β-turn zwischen Position 6 und 7 als charakteristi-
sches Merkmal gefunden [Momany 1976a, Freidinger et al. 1980].
Die für GnRH und verschiedene GnRH-Analoga mit Hilfe von NMR-Untersuchungen und MD-
Simulationen gefundenen Sekundärstrukturen enthalten zwischen den Positionen 5 und 8 eine β-
Haarnadelstruktur, die an 6 und 7 einen β-turn vom Typ II’ einschließt [Rizo et al. 1992]. In Ab-
hängigkeit von der Primärstruktur des NH2-Terminus wurden in einigen Rechnungen weitere β-turns
zwischen den Positionen 1 und 2 sowie zwischen 3 und 4 gefunden [Paul et al. 1989].
Arbeiten von HAVIV et al. mit NMeTyr5-substituierten GnRH-Antagonisten [Haviv et al. 1993] führ-
ten auf Grund von in vitro- und in vivo-Wirkungsanalysen zu der Vorstellung, dass sich die bioaktiven
Konformationen der Peptidketten von Position 5 bis 8 bei GnRH-Antagonisten von dem β-turn der
GnRH-Agonisten unterscheiden.
Insgesamt ist festzustellen, dass bislang zwar zahlreiche Modellvorstellungen zur Konformation von
GnRH-Analoga in Lösung sowie an den Rezeptor gebunden entwickelt werden konnten, exakte expe-
rimentelle Daten zu deren Verifizierung jedoch derzeit nur in geringem Maße zur Verfügung stehen.
Das von uns untersuchte und mittels Komplexierung zu modifizierende Cetrorelix kann als Deka-
peptid Merkmale einer Sekundärstruktur, aufgrund seiner zu geringen Größe jedoch keine ausge-
prägte Tertiärstruktur ausbilden. Erste Strukturanalysen wurden zu Beginn der 90er Jahre durch die
ASTA MEDICA AG durchgeführt [Müller et al. 1994]. Zur Aufklärung der Sekundärstruktur wurden
1H- und 13C-NMR-Spektren von Cetrorelix, gelöst in DMSO-d6, H2O, H2O/TFE (Trifluorethanol)
und H2O/SDS (Natriumdodecylsulfat), aufgenommen und analysiert. Dabei konnten die Signale in
DMSO-d6 komplett interpretiert und den entsprechenden Cetrorelix-Atomen und -Wechselwirkungen
zugeordnet werden. Die Auswertung der Konformationsparameter in den verschiedenen Lösungsmit-
teln lieferte keine Hinweise auf eine bevorzugte Sekundärstruktur von Cetrorelix. Es konnten jedoch
für die Peptidbindung zwischen Arg8 und Pro9 eine trans-Konfiguration sowie in mizellarer Lösung
für Leu7 eine räumliche Nähe zu den Seitenketten mit aromatischen Ringen Tyr5, Phe(4Cl)2 und Pal3
festgestellt werden. Dieser Befund wurde als partielle Faltung des Moleküls zwischen den Amino-
säuren Tyr5 und Arg8 interpretiert. Bei den Messungen in wässriger Lösung, die für den Vergleich
mit nativen Bedingungen besonders wichtig sind, konnten jedoch wegen der raschen Aggregation
zu einer gallertartigen Masse keine Langzeituntersuchungen vorgenommen werden. Trotz der Suche
nach einer, durch HAVIV et al. diskutierten [Haviv et al. 1993], Type II’ β-turn-Konformation des
GnRH-Antagonisten konnten für Cetrorelix keine Hinweise auf derartige Strukturelemente gefunden
werden. Die Faltung von Cetrorelix in andersartige, geordnete Konformationen ließ sich jedoch durch
die NMR-Untersuchungen nicht ausschließen.
Da für die Entwicklung und Charakterisierung von Cetrorelixkomplexen die Kenntnis der Sekun-
därstruktur des Pharmakons sehr wesentlich ist, waren eigene Untersuchungen zur Ergänzung die-
ser bisherigen Sekundärstrukturanalysen erforderlich. Diese wurden von uns mit Hilfe der FTIR-
Spektroskopie und MC-Simulationen durchgeführt.
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2.2.4 Aggregation von Cetrorelix
Cetrorelix zeigt als Acetat in wässrigen Lösungen deutliche Aggregationserscheinungen mit sich
selbst oder angrenzenden Flächen, die sich makroskopisch als Gelierung der Lösung oder analytisch
als Konzentrationsabnahme der Lösung darstellen. Dieser Effekt wird seit Beginn der Untersuchungen
an Cetrorelix beobachtet und behinderte u.a. die NMR-Analysen des Peptides in wässriger Lösung er-
heblich [Müller et al. 1994]. Da derartige Aggregationseffekte durch ihre Existenz und Dynamik nicht
nur ein Problem der Cetrorelix-Analytik darstellen, sondern durch Aggregation des Peptides auch Her-
stellung und therapeutische Anwendung behindert werden, waren Untersuchungen zu Charakterisie-
rung und Quantifizierung der Cetrorelix-Aggregation sowie die Entwicklung von Gegenmaßnahmen
unerlässlich.
Besonders die Charakterisierung der Cetrorelix-Aggregate stellte jedoch eine Herausforderung dar.
Unsere Untersuchungen mit Hilfe der Kapillarviskosimetrie zeigten, dass die Viskosität aggregierter
Lösungen bereits durch den Messvorgang so stark verändert wird, dass eine Auswertung der Mes-
sungen nur sehr eingeschränkt möglich ist. Auch die in der biochemischen Analytik oft eingesetzte
Flüssigkeitschromatografie erwies sich in Vorversuchen als ungeeignet, da die Cetrorelix-Aggregate
irreversibel an die Säule gebunden wurden oder bei ausreichender Elutionsstärke des Laufmittels wie-
der zerfielen und bei nachfolgender UV-Detektion nur Monomere des Peptides nachgewiesen werden
konnten.
Die Aggregation von Peptiden und Proteinen wird auch in vielen anderen Arbeitsgruppen intensiv un-
tersucht [Jaenicke 1995,Holtzer & Hawkins 1996]. Für die Charakterisierung und Verfolgung der Ag-
gregationsprozesse haben sich insbesondere spektroskopische Verfahren, wie Circular-Dichroismus
(CD)-Spektroskopie [Diem 1995, Xie et al. 1995, Greenfield 1996, Juban et al. 1997], FTIR-Spektro-
skopie [Torres et al. 1995,Bauer et al. 1994,Swamy et al. 1996] und Fluoreszenz-Spektroskopie [Ka-
naoka 1977, Steinberg 1971, Ugarova et al. 1995, Jayakumar et al. 1997] bewährt, da sie Strukturver-
änderungen in Peptiden und Proteinen zerstörungsfrei und mit Messzeiten im Minuten- bis Sekunden-
bereich detektieren. Diese Fluoreszenz-Spektroskopie erweist sich dabei als wesentlich empfindlicher
als die FTIR-Spektroskopie. Es wurden mit dieser Methode bis zu 108 M, wässrige Lösungen re-
produzierbar untersucht. Wie LANG darstellte, ist für die Sensitivität der Fluoreszenzspektroskopie
auf Konformationsveränderungen im Cetrorelix die intrinsische Fluoreszenz des aromatischen Ring-
systems in der Naphthylalanyl-Seitenkette bestimmend.
Für die Untersuchungen zur Aggregation von Cetrorelix kamen im Rahmen dieser Arbeit FTIR-
Spektroskopie sowie Fluoreszenz-Spektroskopie im Vergleich mit CD-spektroskopischen Messungen
zur Anwendung.
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2.3 Charakterisierung und Entwicklung von Cetrorelixkomplexen
Die Untersuchung der Struktur und Zusammensetzung von bekannten Cetrorelix-Komplexen stand
neben der Entwicklung neuartiger Komplexe im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit. Bislang erfolg-
te die Charakterisierung derartiger Komplexe hauptsächlich durch Analyse ihrer Zusammensetzung
und der Freisetzungsprofile des Wirkstoffes. Darüber hinaus wurden die Beziehung von Hydropho-
bizität und Freisetzungsverhalten, der Schutz des Wirkstoffes vor enzymatischem Abbau sowie die
Morphologie der Komplexe durch MURGAS eingehend untersucht [Murgas 1998]. Die Optimierung
des Screenings nach neuen Komplexpartnern und die Vertiefung des Verständnisses der Peptidkom-
plexe erforderte die Entwicklung neuer Methoden zur Charakterisierung von Komplexeigenschaften
mit nachfolgenden Zielstellungen:
  Entwicklung eines pharmakokinetischen Modells für die Freisetzung des Wirkstoffs aus Kom-
plexen,
  Untersuchungen zum Einfluss des stöchiometrischen Verhältnisses zwischen Peptid und Kom-
plexpartner auf die Freisetzungseigenschaften des Komplexes,
  Untersuchung des Ionisationsgrades des komplexgebundenen Partners und
  Untersuchung der Sekundärstruktur des komplexgebundenen Peptides.
Zusätzlich zu diesen Arbeiten war die Technik der bislang am Institut für Biochemie der TU Dresden
eingesetzten Liberationsanalyse für eine detailliertere Erfassung des Freisetzungsverlaufes zu verfei-
nern sowie um ein in vivo-angepasstes Freisetzungsmedium zu ergänzen.
2.3.1 Komplexcharakterisierung durch in vitro-Liberationssysteme
Für die in vitro-Freisetzungsanalyse von Cetrorelix-Komplexen kamen in bisherigen Untersuchun-
gen statische und zunehmend dynamische Liberationssysteme in folgenden Freisetzungsmedien zum
Einsatz [Murgas 1998]:
  statische Liberation in 0,01 M Ammoniumacetat, pH=7,0 und
  dynamische Liberation in 0,01 M Ammoniumacetat, 0,1% Tween 80, 0,01% Natriumazid,
pH=7,4.
Während bei statischer Liberation die Gleichgewichtskonzentrationen von gelöstem und komplexier-
tem Wirkstoff beobachtet werden, lässt die dynamische Liberation Aussagen über die Freisetzungski-
netik im fließenden System zu. Um dabei die Einflüsse durch den Lösungsvorgang im Freisetzungs-
medium möglichst gering zu halten, wird unter Sink-Bedingungen gearbeitet. Dies bedeutet, dass die
Konzentration des freigesetzten Wirkstoffes im Medium maximal 20% der Sättigungskonzentration
des Wirkstoffs in diesem Medium erreichen darf [Voigt 1993].
Beide Freisetzungssysteme arbeiteten in den bisherigen Liberationen mit Freisetzungsmedien, welche
die „Salzfracht“ des Serums in vivo nicht berücksichtigten. Da durch eigene Untersuchungen zur Ag-
gregation jedoch der erhebliche Einfluss des Elektrolytes auf die Solubilisierung des Cetrorelix belegt
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Abbildung 10: Schematischer Aufbau von statischen und dynamischen Liberationssystemen
werden konnte, wurde die Einbeziehung eines in vivo-nahen Elektrolytmodells für das dynamische
Liberationssystem erforderlich. In der medizinischen Praxis sind für vergleichbare Anwendungen ver-
schiedenartige Ringerlösungen im Einsatz, die durch ihren Salz- und Proteinanteil die physiologischen
Bedingungen modellieren. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse sicherzustellen, entschieden wir
uns für die bei der ASTA MEDICA AG eingesetzte, peptonfreie Ringerlösung aus 8,3 g NaCl, 0,3 g
KCl und 0,25 g CaCl2 pro Liter dest. Wasser (nachfolgend als Ringerlösung bezeichnet).
Tabelle 7: Schema der Sammlung und Quantifizierung der Fraktionen in dynamischen Liberationen
Fraktion Nr. Fraktionswechselfrequenz Fraktionsvolumen
Elution mit Ammoniumacetat- bzw. Ringerlösung
1-12 5 min. 2,5 ml
13-61 1 h 30 ml
Abschlusselution mit 1N HCl
62-64 10 min. 5 ml
Der prinzipielle Aufbau der eingesetzten statischen und dynamischen Liberationssysteme wird in Ab-
bildung 10 dargestellt. Wegen der höheren Aussagekraft für die Beurteilung des Freisetzungsverhal-
tens wurden in allen nachfolgenden Untersuchungen keine statischen, sondern durchgehend dynami-
sche Liberationen in Acetatpuffer sowie Ringerlösung durchgeführt. Die Trennung von Cetrorelix und
Komplexpartner in den Fraktionen des Eluates sowie die Bestimmung des Cetrorelixgehaltes erfolgten
mit Hilfe der Hochleistungs-Flüssigkeitschromatografie (HPLC). Da in allen vorangegangenen Unter-
suchungen nur während der ersten 60 Minuten der dynamischen Liberation deutliche Veränderungen
des Cetrorelixgehaltes im Freisetzungsmedium beobachtet worden waren, erfolgte die Probennahme
nach dem Fraktionierungsschema in Tabelle 7.
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Abbildung 11: Dynamische Liberation von Cetrorelix-Acetat in Ammoniumacetat und Ringerlösung
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Die Freisetzungsprofile des reinen Wirkstoffes Cetrorelix bei der dynamischen Liberation in Ammo-
niumacetat und Ringerlösung lassen deutlich den Einfluss des Mediums erkennen (Abb. 11). Während
durch das Ammoniumacetat-Medium der Wirkstoff umgehend gelöst und aus der Liberationskartu-
sche gespült wird, verbleibt bei Liberation mit Ringerlösung der Wirkstoff zunächst in der Kartusche
und wird stark verzögert sowie in geringen Dosen freigesetzt. Als Ursache für diesen Effekt kommt
nach unserem derzeitigen Verständnis nur die starke Aggregation von Cetrorelix, ausgelöst durch die
Kationen- und Chloridaktivität der Ringerlösung, in Betracht. Gestützt wird diese Hypothese durch
die retardierende Wirkung dieser Ionen in statischen Liberationsversuchen.
2.3.2 Entwicklung eines kinetischen Modells zur Auswertung dynamischer Liberationsanaly-
sen
Die Auswertung der dynamischen Liberationen wurde in bisherigen Untersuchungen [Murgas 1998]
durch direkten Vergleich der Freisetzungsprofile verschiedener Cetrorelixkomplexe oder die Diskus-
sion der Halbwertszeiten t50 vorgenommen. Mit der Etablierung des Liberationsverfahrens in zwei
Freisetzungsmedien als Standardmethode für die Charakterisierung der Komplexe war diese Aus-
wertungstechnik durch ein pharmakokinetisches Modell zur Beschreibung des Freisetzungsverlaufes
zu ergänzen. Generell ist der wichtigste Parameter für die Freisetzung fester Wirkstoffe in flüssigen
Medien die Oberfläche des Festkörpers. Zwischen ihrer Größe und der Rate des pro Zeiteinheit frei-
gesetzten Wirkstoffs besteht nach HIXSON und CROWELL ein Zusammenhang der Form [Scheler
1989]:

dC
dt   k S  cS  c
Hierbei sind C der gelöste Anteil des Wirkstoffs, t die Zeit, k die Geschwindigkeitskonstante des
Transportprozesses, S die Oberfläche des Festkörpers, cS die Konzentration der sich lösenden Sub-
stanz auf der Feststoffseite der Diffusionsschicht und c die Konzentration des Wirkstoffs im Solvens.
Derartige Zusammenhänge sind typisch für alle chemischen Prozesse, in denen Transportvorgänge
dominieren, so z.B. heterogene Reaktionen oder Phasenbildung und -auflösung [Schwabe 1975]. Im
Falle der dynamischen Liberation können wegen des konstanten Flusses des Eluenten und der sofor-
tigen Elution des gelösten Wirkstoffes c   0 sowie cS   const  gesetzt werden. Man erhält somit eine
lineare Abhängigkeit der Wirkstoffliberation dC von der Festkörperoberfläche S:

dC
dt  S
Damit ist das Zeitgesetz einer dynamischen Liberation einzig von einer geometrischen Größe abhän-
gig, die in unseren Untersuchungen nicht direkt zugänglich ist. Nur durch Konstanz der Herstellungs-,
Probenvorbereitungs- und Analysebedingungen ist die Reproduzierbarkeit der Liberationsergebnisse
überhaupt erreichbar.
Die Formulierung eines exakten Zeitgesetzes für die dynamische Liberation ist wegen der fehlenden
Daten über die Oberfläche der Komplexe derzeit noch nicht möglich. Selbst bei Annahme einer exak-
ten Kugelform und einer gleichzeitigen Solubilisierung von Wirkstoff und Komplexpartner führt die
Berücksichtigung der Aggregatbildung und -auflösung sowie der Transportprozesse zu einem komple-
xen Mechanismus, dessen Zeitgesetz als komplizierte Differentialgleichung nicht mehr geschlossen
integrierbar ist. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Cetrorelix-Komplexen vor und nach
Liberationen durch MURGAS [Murgas 1998] zeigten je nach Komplexpartner Oberflächenverände-
rungen unterschiedlicher Art. Beobachtet wurden sowohl flächige Ablösung als auch skelettartige
Gerüste, aus deren Matrix der Wirkstoff herausgelöst wurde.
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Um dennoch mit den vorliegenden experimentellen Daten ein pharmakokinetisches Modell formulie-
ren zu können, sind daher in starker Vereinfachung zwei mögliche und je nach Komplexpartner und
Aggregationsgrad konkurrierende Elementarzusammenhänge anzunehmen:
  S   const : Unabhängigkeit der Komplexoberfläche vom Auflösungsgrad in skelettartigen Ge-
rüsten, aus denen Cetrorelix herausgelöst wird, und
  S  C: Abhängigkeit der Komplexoberfläche vom Auflösungsgrad in amorphen Komplexen,
die sich flächig auflösen und dabei verkleinern.
Diese Annahmen über die elementaren Zusammenhänge der dynamischen Liberation von Komplexen
lassen sich analog chemischen Reaktionen 0. Ordnung (unter Annahme unbegrenzter Menge C) und
1. Ordnung sehr einfach formulieren [Schwetlick et al. 1982]:

dC
dt   k, differentielles Zeitgesetz für Reaktionen 0. Ordnung,

dC
dt   k  C, differentielles Zeitgesetz für Reaktionen 1. Ordnung.
Die Addition und Integration dieser Zeitgesetze führt zu einem einfachen Zusammenhang, mit dem
die freigesetzte Wirkstoffmenge in dynamischen Liberationen approximiert werden kann:

dC
dt   k1  C  k2
C  
  t∞
t0
k1  C dt 
  t∞
t0
k2 dt
C   a 
 
1 e b t

 c  t (1)
Gleichung 1: Kombiniertes Zeitgesetz für dynamische Liberationen von Cetrorelix-Komplexen
Hierbei sind a, b und c versuchs- und substanzabhängige Parameter, die sich aus Anfangsparame-
tern, Geschwindigkeits- und Integrationskonstanten zusammensetzen. In Analogie zu den integrierten
Zeitgesetzen chemischer Elementarreaktionen lassen sich jedoch folgende Beziehungen zur Anfangs-
oberfläche S0 sowie den beiden Geschwindigkeitskonstanten k1 und k2 feststellen [Schwetlick et al.
1982]:
a  S0
b  k1
c  k2
Somit lassen sich bei konstanten Bedingungen für die Komplexpräparation und -liberation das Ver-
hältnis xF flächenabhängiger und flächenunabhängiger Freisetzung als xF :
xF  
b
c
sowie im Vergleich verschiedener Liberationsversuche (a1 a2 mit flächenabhängigem Freisetzungs-
profil die Verhältnisse xS der Anfangsoberflächen S0 als xS abschätzen:
xS  
a1
a2
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Tabelle 8: Freisetzungstypen in dynamischen Liberationen und Beispiele ihrer Parameter a, b und c ih-
rer kombinierten Zeitgesetze (t50 lässt sich für den kombinierten Freisetzungstyp nur mit numerischen
Modellen ermitteln)
Freisetzungstyp Parameter a Parameter b [h1] Parameter c [h1] Halbwertszeit t50
flächenabhängig a  1 b  1 c  0001 ln2b
kombiniert a  03 b  1 c 001
linear a  01 b  01 c  0015 12c
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Abbildung 12: Beispiele für Freisetzungstypen in dynamischen Liberationen
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Anhand der variablen Wertebereiche für die Parameter a, b und c lassen sich darüber hinaus drei ver-
schiedene Freisetzungstypen postulieren: flächenabhängig, kombiniert sowie linear dominierte Frei-
setzungen (Tab. 8 und Abb. 12). Die Ermittlung von a, b und c erfolgte für alle Liberationen we-
gen dessen guter Konvergenz auch bei nicht optimalen Startwerten durch nichtlineares Least-Square-
Fitting (NLLS) der gemessenen Cetrorelixkonzentrationen gegen Gleichung 1 (S. 33) mit Hilfe der
Verfahrens nach MARQUARDT-LEVENBERG [Marquardt 1963, Thevenaz & Unser 1998] mit den
Startwerten a   b   c   01. Hierbei ist zu beachten, dass der Parameter c nur für jene Liberationen
mit Relevanz zu bestimmen ist, die über den gesamten Liberationsverlauf eine Freisetzung von Wirk-
stoff zeigen. Wird wie bei Cetrorelix-Acetat in Ammoniumacetat bereits während der Liberation die
vollständige Freisetzung von 100% erreicht, lässt sich wegen der fehlenden Differenzierbarkeit der
realen Zeitfunktion bei 100% der linear verlaufende Term nicht approximieren. In diesen Fällen muss
daher die obere Grenze des Zeitintervalls auf den Zeitpunkt der vollständigen Freisetzung verkleinert
werden.
2.3.3 FTIR-Untersuchungen zu Struktur und Stöchiometrie von Cetrorelix-Komplexen
Bereits 1995 wurde durch die ASTA MEDICA AG die Komplexierung von Cetrorelix mit Embon-
säure in einer internen Analyse untersucht [Müller & Knaack ]. Man verstand den Vorgang als Salzbil-
dung, konnte jedoch wegen des damals extrem teuren Peptides und den in wässrigen Medien schwer
löslichen Peptidbase und Embonsäure keine Titrationsanalysen durchführen. Man entschied sich viel-
mehr für NMR-spektroskopische Untersuchungen in DMSO-d6, indem die freie Peptidbase mit zu-
nehmenden Konzentrationen Embonsäure versetzt und NMR-spektroskopisch untersucht wurde. Aus
der relativen Veränderung der 1H-, 13C- und H,C-COSY-Spektren wurden Schlüsse auf den Bindungs-
zustand gezogen. Die untersuchten molaren Verhältnisse Cetrorelix:Embonsäure betrugen 4,2:1 bis
1:2. Zusammenfassend wurden folgende Einsichten in die Bindungsverhältnisse der Komplexe erhal-
ten [Müller & Knaack ]:
  Die ersten Anreicherungen mit Embonsäure führten zu Veränderungen bei Tyr, Arg, Cit und
durch Nachbarschaftseffekte bei Leu. Dabei schienen pH-Änderungen die Hauptursache zu
sein. Eine bevorzugte Bindungsregion der Embonsäure wurde nicht ausgeschlossen.
  Das 2:1-Verhältnis zeigt die schärfsten Signale in den NMR-Spektren. Die Signale der aromati-
schen und aciden Protonen im 1H-NMR-Spektrum wiesen auf geringen oder keinen Austausch
hin.
  Bei den Verhältnissen 2:1, 1:1 und 1:2 wurden große Veränderungen der Embonsäure- und
Pyridylalaninsignale registriert. Dies könnte Hinweise auf eine Komplexierung mit Embon-
säure geben.
Diese NMR-Untersuchungen bildeten den Ausgangspunkt für die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgeführten Analysen zur Komplexzusammensetzung.
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2.4 Molecular Modeling
2.4.1 Grundlagen des Molecular Modeling
Ziel des Molecular Modeling ist die Simulation chemischer Zustände, Prozesse und die Beschreibung
von deren Eigenschaften mit Hilfe mathematischer Modelle. Zu diesem Zweck existieren heute zahl-
reiche Konzepte, Verfahren und Softwareprodukte. Diese reichen von allgemein einsetzbaren und sehr
verbreiteten Programmen bis hin zu spezialisierten Techniken zur Lösung eng begrenzter Fragestel-
lungen.
Eine Gemeinsamkeit sehr vieler Verfahren des Molecular Modeling ist die Berechnung von Energien.
Deren Analyse ermöglicht die Vorhersage molekularer Prozesse, die in einem bestimmten System
ablaufen können oder werden. In der Regel wird dabei der Zustand mit der niedrigsten Energie als
der stabilste angesehen. Da die Energie eines Moleküls eng mit dessen Konformation verknüpft ist,
bedeutet die Suche nach der Vorzugskonformation das Identfizieren derjenigen Molekülkonformation
mit der niedrigsten Energie [Young 2001].
Die Energie eines molekularen Systems wird meist in kinetische und potentielle Energie geteilt. Zur
kinetischen Energie tragen z. B. Vibrations-, Translations- und Rotationsbewegungen bei, während die
potentielle Energie durch die Energie u.a. durch chemischer Bindungen, van der Waals-, Coulomb-
und Wasserstoffbrückenwechselwirkungen gebildet wird. Die Berechnung der Energieanteile eines
molekularen Systems beruht meist auf einem der grundlegenden Verfahren der Computerchemie:
  ab initio-Methoden und density functional theory (DFT),
  semiempirisch-quantenmechanische Methoden und
  molecular mechanics.
Diese Verfahren beschreiben ein molekulares System sehr unterschiedlich. Während ab initio- und
DFT-Verfahren alle Elektronen eines Atoms explizit modellieren, beschränken sich semiempirische
und molecular mechanics-Verfahren auf vereinfachte Atommodelle und vereinfachen damit den Be-
rechnungsaufwand erheblich. Da die Vereinfachungen jedoch nicht universell, sondern stets nur für
bestimmte Rahmenbedingungen vorgenommen werden können, existieren mittlerweile zahlreiche se-
miempirische und molecular mechanics-Verfahren für unterschiedlichste Einsatzgebiete.
2.4.2 Energieberechnung von Biomolekülen mit Kraftfeldverfahren
Aufgrund ihrer Größe kann die Energie von Biomoleküle nur selten mit ab initio- und DFT-Verfahren,
und meist auch nicht mit semiempirisch-quantenmechanischen Verfahren berechnet werden. Daher
kommen für die Simulation von Biomolekülen und deren Umgebung oft Methoden der molecular
mechanics auf der Basis von Kraftfeldern zum Einsatz.
Die Energie eines Moleküls wird durch Kraftfeldverfahren auf der Basis einfacher algebraischer Glei-
chungen berechnet. Die Konstanten in diesen Gleichungen stammen aus ab initio-Berechnungen oder
spektroskopische Untersuchungen. Ein Satz derartiger Gleichungen und die dazugehörigen Konstan-
ten werden als Kraftfeld bezeichnet. In Kraftfeldern werden einige grundsätzliche Annahmen zur
Beschreibung der molekularen Energie gemacht:
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  Atome sind als Punktmassen verschiedener chemischer Elemente mit einer partiellen elektri-
schen Ladung beschreibbar,
  chemische Bindungen sind gerichtete Kräfte zwischen Atomen, die durch Potenzialfunktionen
beschrieben werden,
  nichtbindende Wechselwirkungen existieren nur zwischen Atomen und werden durch Potenzi-
alfunktionen beschrieben,
  die Parameter der Potenzialfunktionen sind zwischen verschiedenen Molekülen im Rahmen der
Gültigkeit des Kraftfelds übertragbar und
  die unterschiedlichen molekularen Umgebungen und Bindungszustände der Atome eines Ele-
ments lassen sich durch Definition von Atomtypen mit unterschiedlichen Potenzialparametern
abstrahieren.
Die Ausgangsgröße für eine Kraftfeldberechnung ist eine molekulare Struktur, in der Ort und Ladung
der Atome sowie die chemischen Bindungen zwischen diesen Atomen beschrieben werden. Nach
den Regeln des Kraftfeldes sind allen Atomen zunächst Atomtypen zuzuordnen. Dabei werden für
die jeweiligen chemischen Elemente Oxidationsstufe, Hybridisierung, die Bindungen des Atoms so-
wie die Bindungspartner in Form verschiedener Atomtypen berücksichtigt. Danach werden mit den
Kraftfeldparametern für diese Atomtypen und deren Kombinationen folgende Potenzialfunktionen
berechnet [Young 2001]:
1. bindende Wechselwirkungen (intramolekulare Wechselwirkungen entlang chemischer Bindungen):
  Bindungslängendeformation (bond stretching),
  Bindungswinkeldeformation (bond angle bending),
  Diederwinkeldeformation (dihedrals),
  Inversion,
  Kreuzterme mit bindenden Wechselwirkungen,
2. nichtbindende Wechselwirkungen (intra- und intermolekulare Wechselwirkungen zwischen nicht
chemisch gebundenen Atomen):
  van der Waals-Wechselwirkungen (Dispersion zwischen permanenten, induzierten, fluktuieren-
den Dipolen),
  Coulomb-Wechselwirkungen zwischen elektrisch geladenen Teilchen und
  spezielle Wechselwirkungen, wie z. B. Wasserstoffbrückenbindungen.
Die Summe aller Wechselwirkungen im gesamten molekularen Systems ergibt die Kraftfeldenergie
dieses Systems.
Die Voraussetzung für die Anwendung eines Kraftfeldes bei der Energieberechnung eines molekula-
ren Systems ist neben der Gültigkeit des Kraftfeldes (Existenz von Atomtypen des Kraftfeldes für alle
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Atome des Systems) für dieses System die Vollständigkeit der Kraftfeldparameter für alle Potenziale
des Systems. Insbesondere bei substituierten Molekülen ist dies jedoch nicht immer gewährleistet. Als
Variablen eines molekularen Systems in einem definierten Bindungszustand verbleiben die Partialla-
dungen der Atome und die Konformation der Moleküle sowie deren Lage zueinander.
Für die Simulation von Biomolekülen wurden zahlreiche Kraftfelder entwickelt, z. B.:
  AMBER (Assisted model building with energy refinement) für Proteine und Nukleinsäuren
[Weiner & Kollman 1981],
  CHARMM (Chemistry at Harvard macromolecular mechanics) für Proteine, Nukleinsäuren und
weitere Biomoleküle [Brooks et al. 1983],
  CHEAT (Carbohydrate hydroxyls represented by external atoms) für Kohlehydrate [Kouwijzer
& Grootenhuis 1995],
  DREIDING für bioorganische Moleküle [Mayo et al. 1990],
  ECEPP (Empirical conformational energy program for peptides) für Peptide [Momany et al.
1975],
  EFF (Empirical force field) für Kohlehydrate [Bixon & Lifson 1967],
  GROMOS (Groningen molecular simulation) für Biomoleküle und Solvents [van Gunsteren
et al. 1998],
  MM1, MM2, MM3, MM4 für organische Moleküle [Allinger et al. 1989],
  MMFF (Merck molecular force field) für organische Moleküle [Halgren 1992],
  MOMEC für Übergangsmetall-Koordinationsverbindungen [Bernhardt & Comba 1992],
  OPLS (Optimized potentials for liquid simulation) für Biomoleküle und Solvents [Jorgensen &
Tirado-Rives 1988],
  TRIPOS für organische und bioorganische Moleküle [Clark et al. 1989],
  UFF (Universal Force Field) für universelle Anwendung mit Parametern für alle Elemente [Rap-
pe’ et al. 1992] und
  YETI für Wechselwirkungen zwischen Biomolekülen und kleinen Substratmolekülen [Vedani
1988].
Die Auswahl eines Kraftfeldes für die Lösung einer Simulationsaufgabe stellt stets einen Kompro-
miss zwischen optimalem Anwendungsbereich und kompletter Parametrisierung dar. Daher dienen
als Ausgangspunkt der Auswahl meist publizierte Simulationen von vergleichbaren Molekülen. Zur
Bestätigung werden Validierungen von Testrechnungen mit experimentellen Ergebnissen oder Resul-
taten anderer Berechnungsverfahren durchgeführt.
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2.4.3 Werkzeuge für die Modellierung isolierter Moleküle
In der praktischen Anwendung von Verfahren des Molecular Modeling werden oft Rückschlüsse auf
makroskopische Eigenschaften bezweckt. Dazu ist es erforderlich, nicht nur die Energie einer be-
stimmten Molekülgeometrie, sondern die Eigenschaften vieler Moleküle in vielen Konformationen
zu berechnen. Bei der Simulation derartiger Ensembles stellt jedoch nicht die statistische Mechanik
das Hauptproblem dar, sondern die Gewinnung der Informationen über alle möglichen Energiestufen,
Konformationen, Ladungsverteilungen usw. Für diese Aufgabe existieren drei verbreitete Lösungs-
ansätze: Systematische Konformationssuche, Molecular dynamics (MD)- und Monte Carlo (MC)-
Simulationen:
1. Die systematische Konformationssuche tastet den gesamten Konformationsraum eines moleku-
laren Systems durch Rotation der Bindungstorsionswinkel in einem vorzugebenden Raster ab.
Da die Anzahl der Konformere mit der Potenz der rotierbaren Bindungen ansteigt, ist dieses
Verfahren für größere Moleküle nur mit wenigen Torsionswinkeln realisierbar.
2. MC-Simulationen basieren auf dem Prinzip des random sampling, d. h. der Durchführung von
Zufallsexperimenten. Mathematisch wird dies durch Algorithmen zur Generierung von Zufalls-
zahlen ermöglicht. Zur Konformationssuche wird wie bei MD-Simulationen ein Ausgangszu-
stand aus Anfangspositionen und -partialladungen definiert und die Energie dieses Zustandes
berechnet. Danach wird die Geometrie des Systems in zufälliger Weise geändert, meist durch
Rotation der Bindungstorsionswinkel um einen zufälligen Wert. Nach erneuter Berechnung der
Energie dieses Zustandes kann durch Akzeptanzkriterien (Energieschranke, Metropoliskriteri-
um) der neue Zustand gespeichert oder verworfen werden. Nach vielfacher Wiederholung von
Geometrieänderung, Energieberechnung und Akzeptanztest entsteht ein Ensemble von Konfor-
mationen und deren Kraftfeldenergien zur späteren Analyse.
3. Die stochastisch gesteuerte Konformationssuche berechnet das zeitabhängige Verhalten eines
molekularen Systems, wie Vibrationen oder Brownsche Bewegungen, durch numerische Inte-
gration der Newtonschen Bewegungsgleichungen. Ausgehend von einem Anfangszustand, be-
stehend aus Anfangspositionen, -partialladungen und -geschwindigkeiten der Atome, werden
meist durch Kraftfeldverfahren die Kräfte zwischen den Atomen sowie die Gesamtenergie des
Systems berechnet und in neue Positionen und Geschwindigkeiten umgesetzt. Dieser Zeitschritt
wird dann vielmals wiederholt, wobei die Koordinaten und Energien des Systems in Abhängig-
keit von der Zeit als Trajektorien für die spätere Analyse gespeichert werden.
Alle in den beschriebenen Verfahren erzeugten Konformationen können mit Hilfe von Optimierungs-
algorithmen zu energieärmeren Konformation transformiert werden. Ziel kann dabei das Erreichen ei-
nes energetischen Minimums oder lediglich das Verbessern sehr energiereicher Konformationen sein.
Für die Optimierung existieren zahlreiche mathematische Verfahren mit unterschiedlichen Konvergenz-
und Geschwindigkeitsverhalten. Nur vom Ergebnis der Energiefunktion selbst gehen die einfachen,
aber rechenaufwändigen und langsam konvergierenden Simplex-Verfahren aus, indem sie die ersten
Ableitungen der Energie nach den zu optimierenden Variablen minimieren. Wegen ihrer Robust-
heit kommen sie meist als erster Schritt einer Energieoptimierung zum Einsatz, wenn die Struktur
noch weit vom Optimum entfernt ist. Bessere Konvergenz und schnellere Ergebnisse bei geringe-
rer Robustheit liefern die Gradientenmethoden, z. B. conjugate gradient, welche die Energiefunktion
und Listen von deren Gradienten für die Minimierung nutzen. Die schnellste Konvergenz kann mit
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Newton-Methoden erreicht werden, indem die Energiefunktionen mit deren erster und approximier-
ter (quasi-Newton-Methoden, z. B. Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno-, kurz BFGS-Methode) oder
exakter (Newton-Methoden) zweiter Ableitung berechnet werden. Wegen des bei zunehmender Varia-
blenzahl quadratisch ansteigenden Rechenaufwandes werden Newton-Methoden oft nur für die letzten
Minimierungsschritte nahe der Minimumsstruktur verwendet.
Neben der Konformation der zu berechnenden Moleküle sind die partiellen Ladungen der Atome
eine weitere wichtige Ausgangsgröße für die Berechnung der Kraftfeldenergie. Die Zuordnung der
Partialladungen zu den Atomen kann auf zwei Wegen erfolgen:
  Zuordnung einer partiellen Ladung in Abhängigkeit von Atomtyp und molekularer Umgebung
anhand von Ladungstemplates (analog der Zuordnung von Kraftfeldtypen) und
  explizite Berechnung der partiellen Ladungen für alle Atome mit einem mathematischen Algo-
rithmus.
Während die Zuordnung von tabellierten Ladungen z. B. der Aminosäuren oder Nukleotide bei Poly-
meren wie Proteinen und Polynukleotiden gute Ergebnisse liefert, weichen in substituierten oder sol-
vatisierten Molekülen die Partialladungen teilweise erheblich von denen in Vergleichsmolekülen ab.
Quantenchemische Berechnungen können zwar die Ladungsverteilung im Molekül liefern, bei sehr
großen Molekülen werden jedoch alle orbitalbasierenden Berechnungsverfahren sehr rechenintensiv.
Eine orbitalbasierende Methoden zur Berechnung der Partialladungen für große molekulare Systeme
mit definierter Konformation und Moleküllage ist die charge equilibration nach [Rappe’ & Goddard
1991]. Hierbei werden die Ladungen durch einen Elektronegativitätsausgleich bestimmt. Alternativen
zur charge equilibration sind die Verfahren nach GASTEIGER, PULLMANN oder DEL RE.
2.4.4 Modellierung molekularer Umgebungen
Neben der intramolekularen Stabilisierung von Molekülen tragen intermolekulare Wechselwirkungen
entscheidend zur Gesamtenergiebilanz bei. Für die Berechnung von molekularen Aggregaten oder
Solvatationseffekten ist daher deren Betrachtung unerlässlich. So kann z.B. für Peptide die Solvatati-
on durch ihre selektive Ausprägung in Abhängigkeit von der Raumstruktur des solvatisierten Peptides
für dessen Bevorzugung bestimmter Konformationen verantwortlich sein. Die Berechnung von Sol-
vatationseffekten und molekularen Aggregaten stellt jedoch schon aufgrund der Vielzahl der so wech-
selwirkenden Moleküle eine besondere Herausforderung dar, die spezialisierte Berechnungsmethoden
erforderlich macht.
Für die Simulation molekularer Umgebungen wurden je nach Anwendungsziel zahlreiche Verfahren
entwickelt. Für die in dieser Arbeit wesentliche Beschreibung molekularer Aggregate und deren Sol-
vatation sind jedoch zwei Ansätze besonders interessant:
  explizite Simulation molekularer Aggregate durch Generierung molekularer Packungen aus be-
liebigen Molekülen und
  implizite Solvatation mit Hilfe von Kontinuumsverfahren.
Während die Generierung molekularer Packungen aus beliebigen Molekülen für die Simulation der
Komplexe von Cetrorelix und Partnermolekülen benötigt wird, verspricht die Nutzung von Konti-
nuumsverfahren zur Solvatation eine wenig rechenzeitintensive Aussage zur Solvatisierbarkeit von
Cetrorelixkomplexen.
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2.4.4.1 Generierung molekularer Packungen mit EVOCAP
Als Basis für den Aufbau molekularer Packungen auf atomistischem Niveau mit EVOCAP dient der
Positionierungsalgorithmus von BLANCO [Blanco 1991]. Dieses Verfahren beschreibt Moleküle und
Molekülcluster als geometrische Körper mit starrem Volumen. Die Oberfläche dieser Körper wird
durch die van der Waals-Radien der an der Oberfläche positionierten Atome gebildet. Der Aufbau
eines Molekülclusters aus zwei Ausgangsmolekülen oder -clustern wird in mehreren Schritten durch-
geführt:
1. Positionierung beider Moleküle oder -cluster im Zentrum eines kartesischen Koordinatensy-
stems, wobei je ein Atom beider im Koordinatenursprung liegt,
2. zufallsgesteuerte Orientierung des zweiten Moleküls oder -clusters in den drei Raumachsen,
3. zufällige Wahl eines Bewegungsvektors vom Koordinatenursprung aus und
4. Bewegung des zweiten Moleküls oder -clusters entlang des Bewegungsvektors, bis die beiden
Oberflächen sich nur noch in einem Punkt berühren.
Werden nach dem Aufbau eines Molekülclusters mit Hilfe eines Kraftfeldverfahrens die intra- und
intermolekularen Energien des Clusters berechnet, erhält man die Zielgröße eines Optimierungspro-
zesses, der analog dem random sampling bei der Konformationssuche durchgeführt werden kann. Als
Variablen des random sampling können neben der Lage der Ausgangsmoleküle sowie dem Trans-
lationsvektor auch die Konformation der Einzelmoleküle dienen. Somit lässt sich der Nachteil der
Nutzung starrer Moleküle durch Einsatz von repräsentativen Konformationssets dieser Moleküle zu
einem großen Teil ausgleichen.
Das EVOCAP-Verfahren und seine Anwendung für die Simulation molekularer Aggregate in Form
der Software EVOCAP wurden in den vergangenen Jahren durch DRACHE et al. an der TU Clausthal
intensiv entwickelt [Schmidt-Naake et al. 1998] und finden sich u.a. in [Reichel 2001] detailliert doku-
mentiert. EVOCAP ist derzeit eine stapelorientierte Software mit TCL-Schnittstelle für die Erzeugung
von Packungen mit konstanter, durch Restriktionen determinierter oder variabler Molekülanzahl. Eine
universelle Kraftfeldimplementation ermöglicht die Berechnung intra- und intermolekularer Wech-
selwirkungsenergien auf der Basis externer Parametersätze. Durch integrierte Optimierungsverfahren
ist eine lokale und globale Optimierung der Molekülcluster möglich. Zur Berechnung von Partialla-
dungen im gesamten Molekülcluster besitzt EVOCAP eine erweiterte Implementierung des charge
equilibration-Verfahrens nach RAPPÉ und GODDARD [Rappe’ & Goddard 1991].
2.4.4.2 Implizite Solvatation mit dem GB/SA-Verfahren
Kontinuumsverfahren beschreiben die Wechselwirkung eines molekularen Systems mit einem Sol-
vent durch Einbettung in ein kontinuierliches Medium, das den Eigenschaften des Solvents möglichst
nahekommt. Diese Verfahren erlauben sehr kurze Berechnungszeiten, stellen jedoch nur eine grobe
Annäherung an die Realität dar. Differenzierte Wechselwirkungen des Soluts mit dem Solvent im
Nahbereich, wie die winkelabhängige Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen, lassen sich mit
Kontinuumsverfahren nicht berücksichtigen. Jedoch stellen sie bei größeren Modellsystemen oft die
einzige Möglichkeit dar, überhaupt eine Solvatation zu simulieren.
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Ein schnelles und für Biomoleküle mit Erfolg erprobtes Verfahren für die Berechnung der absolu-
ten freien Hydratationsenergie aller Konformere ist das 1990 von STILL et al. erstmals vorgestell-
te GB/SA-Verfahren [Still et al. 1990], welches die Solvatationsenthalpie organischer Moleküle in
Wasser mit guter Genauigkeit beschreibt [Carlson et al. 1993, Schrödinger 1999, Carlsson 1998]. Das
GB/SA-Verfahren ermittelt die Solvatationsenthalpie Gsol aus einem Term für das Ausschlussvolumen
Solvent-Solvent Gcav, einem van der Waals-Term Solute-Solvent GvdW und einem elektrostatischen
Polarisationsterm Solute-Solvent Gpol:
Gsol   Gcav GvdW Gpol
Unter Berücksichtigung der linearen Abhängigkeit der Solvatationsenthalpie Gsol von der für das
Solvent zugänglichen Oberfläche SA, werden Gcav und GvdW gemäß folgender Gleichung berechnet:
Gcav GvdW   ∑σkSAk
Hierbei ist σk ein empirischer atomarer Solvatationsparameter der Atome von Typ k mit einem Wert
von +7.2 cal/(molÅ2) bzw. +3014 J/(molnm2) für alle Atomtypen. Die für das Solvens zugängliche
Oberfläche SA wird durch eine über die Moleküloberfläche gerollte Kugel definiert, die mit ihrem
Radius als Modell für das Lösungsmittel dient. Die Bestimmung von SA basiert auf dem klassischen
CONOLLI-Algorithmus [Hasel et al. 1988]. Der Term Gpol wird aus den Partikelabständen r, Parti-
alladungen q sowie BORN-Radien α im Medium mit der Dielektrizitätskonstante ε über einen Ab-
standterm fGB und Exponenten D berechnet:
Gpol  166
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Der BORN-Radius αi eines geladenen Atoms i wird numerisch durch die Bestimmung von Gpol i in
einem kontinuierlichen, dielektrischen Medium unter der Annahme aller anderen Atome als neutral
für jedes Atom einzeln berechnet.
2.4.5 Sekundärstrukturanalyse von Cetrorelix mit MC-Simulationen
Für die Untersuchung der Raumstruktur sowie zahlreicher weiterer Eigenschaften von Polypeptiden
besitzen Modellrechnungen eine lange Tradition und stetig zunehmende Bedeutung. Im Rahmen der
Diplomarbeit von RATTEI [Rattei 1995] wurden die für die Konformationsanalyse von Cetrorelix
geeigneten Modellierungsverfahren eingehend untersucht und erste Berechnungen durchgeführt. Da-
bei zeigte sich, dass für Cetrorelix sowohl die Moleküldynamik als auch die Konformationssuche mit
Raster- oder stochastischer Variation der Torsionswinkel im Molekül Informationen über die verschie-
denen, möglichen Raumstrukturen des Moleküls liefern. Die Berechnung des energetischen Zustands
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der Moleküle kann aufgrund der Größe von Cetrorelix und dessen Komplexen jedoch nur mit Hilfe
von Kraftfeldverfahren durchgeführt werden. Semiempirische und ab initio-Verfahren sind aufgrund
des mit steigender Atomanzahl drastisch zunehmenden Rechenaufwandes derzeit für diese Modell-
größe nur auf Hochleistungsrechnern für ausgewählte Berechnungen einsetzbar.
Für die Weiterführung der in [Rattei 1995] begonnenen Arbeiten und die Untersuchung der Sekun-
därstruktur von Cetrorelix auch in wässriger Lösung war zunächst ein geeignetes Verfahren der Kon-
formationssuche auszuwählen. Die Technik der Konformationssuche mit stochastischer Variation der
Torsionswinkel („Random Sampling“) bot gegenüber der Moleküldynamik den entscheidenden Vor-
teil, dass wegen der entfallenden Kraftberechnungen bei gleichem numerischen Aufwand wesentlich
mehr Konformere erhalten werden. Das Random Sampling wurde daher gegenüber systematischer
Suche und Boltzmann-Jump ausgewählt, weil so der Konformationsraum des Peptidmoleküls mit
einer Vollständigkeit erfasst und analysiert werden kann, die nur von der Anzahl der generierten
Strukturen sowie dem verwendeten Kraftfeld und Optimierungsverfahren abhängig ist. Dies ist mit
anderen Verfahren, wie der Variation der Torsionen im Raster oder dem Boltzmann-Jump, schwie-
riger sicherzustellen. Diese gehen entweder von einer vorher zu definierenden Rastergröße aus bzw.
wurden vor allem für die schnelle Suche nach einem globalen Minimum der Konformationsenergie
entwickelt [Weber 1997].
Wegen der großen Datenmengen werden die Ergebnisse der Konformationssuchen meist kompakt
als Binärdateien gespeichert. Sollen sie mit Hilfe unterschiedlicher Rechnerarchitekturen bearbeitet
werden, ist eine Konvertierung dieser Dateien (z. B. csr-files von Cerius2) in ein plattformunabhän-
giges Format wie das portable Binärformat NetCDF (Unidata Program Center, Boulder, Colorado)
erforderlich.
Für die Solvatation von Cetrorelixkonformeren kamen zwei unterschiedliche Verfahren zum Einsatz:
  explizite Solvatation ausgewählter Konformere mit Wassermolekülen [Drache et al. 1999] und
  implizite Solvatation durch Berechnung der absoluten freien Hydratationsenergie aller Konfor-
mere mit dem GB/SA-Verfahren [Still et al. 1990].
Die explizite Solvatation ausgewählter Konformere eines Polymers mit Solvensmolekülen hat sich bei
der Analyse von Solvatationseinflüssen auf die Konformation von Makromolekülen als sehr erfolg-
reich erwiesen [Drache et al. 1999]. Zur Modellierung der Solvathülle wurde dabei ein atomistisches
Monte Carlo-Verfahren eingesetzt. Mit Hilfe des Programmes EVOCAP wurde das Solut vollständig
mit Molekülen des Solvens umhüllt und die Partialladungen mittels Charge-Equilibration unter Einbe-
ziehung des vollständigen Peptid-Solvens-Clusters berechnet. So konnten der Einfluss der Solvathülle
auf die Elektronegativität der Atome der Peptidkette berücksichtigt und nachfolgend korrekte Werte
der intra- und intermolekularen Wechselwirkungen berechnet werden.
Aufgrund des großen Rechenaufwandes bei der expliziten Solvatation mit EVOCAP und der Not-
wendigkeit, für jedes zu solvatisierende Konformer zahlreiche Ensembles zu berechnen, können für
größere Polymere nur wenige, ausgewählte Konformationen auf diese Weise untersucht werden. Um
trotzdem für alle generierten Sekundärstrukturen eine Abschätzung der Stabilisierung in wässriger Lö-
sung vornehmen zu können, musste mit dem GB/SA-Verfahren eine wesentlich einfachere Methode
eingesetzt werden.
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2.5 Entwicklung neuer Cetrorelix-Komplexe
2.5.1 Einführung
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war neben den vorgestellten Untersuchungen zur Struktur
von Cetrorelix sowie dessen Aggregaten und Komplexen die Entwicklung neuartiger, maßgeschnei-
derter Komplexe anhand der gewonnenen Erkenntnisse. Dabei wurden im Resultat der eigenen Struk-
turuntersuchungen sowie der Erfahrungen aus in vivo-Tests der ASTA MEDICA AG gegenüber bis-
herigen Arbeiten an der TU Dresden zusätzliche Schwerpunkte gesetzt:
  Charakterisierung der Wirkstoffliberation auch unter aggregationsfördernden, in vivo-nahen Be-
dingungen,
  Pharmakokinetische Charakterisierung der Liberationsprofile und Bestimmung des Freisetzungs-
typs der Komplexe und
  Entwicklung von Modellrechnungen zu Simulation und Vergleich der Komplexwechselwirkun-
gen.
Ausschlaggebend dafür waren insbesondere die Erkenntnisse aus dynamischen Liberationsanalysen
von unkomplexiertem Cetrorelix-Acetat (Abb. 11) und Cetrorelix-Embonsäure-Komplexen (Abb. 30),
wonach unter den aggregationsfördernden Bedingungen der Ringerlösung der Wirkstoff aus Komple-
xen erheblich rascher freigesetzt wurde als aus dem Acetat. Dieses unerwartete Verhalten des Pep-
tides ließ eine vollkommen neue Einsatzmöglichkeit schnell liberierender Komplexe als Aggregati-
onsschutz für Cetrorelix erwarten. Die Zielsetzung bei der Entwicklung neuartiger Komplexe bestand
daher nicht nur in der Realisierung langanhaltender, möglichst linearer Freisetzung des Wirkstoffs,
sondern in einer maximalen Breite unterschiedlicher Depotwirkungen mit kurzfristiger bis zu langan-
haltender Freisetzungsdauer.
Aufgrund des hohen Aufwandes für die Herstellung und Charakterisierung der Komplexe lassen sich
traditionelle Screening-Verfahren für die Entwicklung neuer Komplexe bislang nicht einsetzen. Die
potenziellen Komplexpartner müssen daher weiterhin aufgrund zu postulierender Wechselwirkungen
gezielt selektiert und getestet werden. Dieser Prozess kann derzeit durch die dargestellte Folge von
Screening-Schritten beschrieben werden:
1. Identifizierung möglicher intermolekularer Wechselwirkungen des zu komplexierenden Pepti-
des anhand funktioneller Gruppen an dessen Seitenketten, Sekundärstruktur und Löslichkeits-
eigenschaften,
2. Abschätzung der möglichen Stärke dieser Wechselwirkungen anhand der Anzahl von Donoren
und Akzeptoren im Peptidmolekül,
3. Design eines in Molekülgröße und Funktionalität idealen Komplexpartners nach dem „Schlüssel-
Schloss“-Prinzip,
4. Auswahl von potenziellen Komplexpartnern anhand ihrer Nähe zu diesem idealen Komplex-
partner sowie deren pharmakologischen Eigenschaften, Toxizität, Cancerogenität, Stabilität und
Preis,
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5. Erarbeitung eines Herstellungsverfahrens für Komplexe des Peptides mit den potenziellen Kom-
plexpartnern, z.B. Fällung oder Lyophilisierung, und
6. Herstellung und Charakterisierung der Freisetzungseigenschaften der so entwickelten Komple-
xe.
Eine Rationalisierung dieses Prozesses erscheint an verschiedenen Stellen möglich. So lassen sich
Komplexe mit Partnern einer chemisch homologen Reihe wegen deren Ähnlichkeit im Löslichkeits-
und Komplexierungsverhalten meist nach demselben Herstellungsverfahren darstellen. Dieser Vorteil
wurde in bisherigen Untersuchungen z.B. bei der Analyse von Cetrorelix-Carbonsäure-Komplexen
genutzt. Darüber hinaus konnte durch die Automatisierung der dynamischen Liberationsanalyse der
Aufwand für die Komplexcharakterisierung bei gleichzeitiger Erhöhung der Datenausbeute erheblich
gesenkt werden.
Ein neuer Ansatz für die Rationalisierung des Screenings sollte mit Hilfe von Modellrechnungen
erschlossen werden. Dieses Verfahren zielt auf eine Vorauswahl von Komplexpartnern. Dabei werden
wesentliche intermolekulare Wechselwirkungen von potenziellen Komplexpartnern mit dem Peptid
berechnet und anhand ihrer Größe eine Vorauswahl getroffen: Wenn diese Wechselwirkungen in den
dargestellten Komplexen dominieren, sollten sich so auch Komplexstabilitäten im Modell ermitteln
lassen.
2.5.2 Entwicklung eines Simulationsverfahrens als Pre-Screening-Methode
Trotz der Vielzahl etablierter Modellierungsverfahren und -programme besteht für die Simulation
nichtbindender Wechselwirkungen zwischen Molekülen derzeit noch kein universell einsetzbarer Mo-
dellierungsansatz. Daher wurden für spezielle Aufgaben angepasste Lösungen entwickelt, z.B. für die
Simulation von Liganden an Rezeptorproteinen [Rarey et al. 1997, Clark & Murray 1995], das de-
novo-Design neuer Pharmaka [Roe & Kuntz 1995, Waszkowycz et al. 1994] oder die Solvatation von
Molekülen [Zauhar 1995,You & Bashford 1995,Hermann 1997]. Für die Komplexierung von Peptiden
existiert kein derartiger Ansatz, daher war im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein neuartiges, für Pep-
tide unbekannter Raumstruktur und mit variablen Bindungsregionen für Komplexpartner einsetzbares
Modellierungsverfahren zu erstellen. Dafür war es erforderlich, die Komplexierung von Peptiden in
einzelne Phasen zu abstrahieren, die sich mit Hilfe bestehender Modelle beschreiben lassen. Darüber
hinaus waren die Erkenntnisse aus der Sekundärstrukturanalyse von Cetrorelix (vgl. S. 83) über die
intramolekularen Wechselwirkungen im Cetrorelix sowie die Fluktuation von dessen partiellen Atom-
ladungen in das Modell einzubeziehen.
Aus diesen Überlegungen heraus wurde ein Verfahren entwickelt, welches in 3 aufeinanderfolgenden
Phasen ein Komplexmodell erstellt und dessen wesentliche Eigenschaften bestimmt:
1. Aufbau von Clustern des Peptidmoleküls und der Komplexpartnermoleküle mit Hilfe des Po-
sitionierungsalgorithmus für starre Moleküle nach BLANCO [Blanco 1991] und Optimierung
der Molekülpositionen mit Random Sampling [Fleischhauer 1997, Weber 1997],
2. Berechnung der partiellen Atomladungen im gesamten Cluster durch Elektronegativitätsaus-
gleich nach einem modifizierten Verfahren nach RAPPE und GODDARD [Rappe’ & Goddard
1991] mit Unterdrückung des intermolekularen Ladungstransfers sowie Ermittlung der inter-
und intramolekularen Wechselwirkungen U von Cetrorelix mit Hilfe des Kraftfelds MM3 [Al-
linger et al. 1989],
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CERIUS²
Cetrorelix Komplexpartner Software
Abbildung 13: Schematische Darstellung des angewandten Modellierungsverfahrens für Peptidkom-
plexe (Details zur eingesetzten Rechentechnik und Software siehe S.56)
2 THEORETISCHER TEIL 47
3. Berechnung von Mittelwert µ und Standardabweichung σ für die Normalverteilung gU der
intra- und intermolekularen Wechselwirkungen von Cetrorelix in den berechneten Clustern,
4. Berechnung der temperaturabhängigen Stabilisierungsenergie U von Cetrorelix durch U 
µ σ
2
R T [Schmidt-Naake et al. 1998] und
5. Solvatation des Clusters durch implizite GB/SA-Solvatation [Still et al. 1990] oder explizite
Solvatation mit Wassermolekülen [Drache et al. 1999].
Mit Hilfe dieses Verfahrens (Abb. 13 und S. 66) ist es möglich, auf Hochleistungsrechnern oder
Compute-Clustern Ensembles von Komplexen mit verschiedenen Partnern zu erstellen sowie deren
energetische Eigenschaften zu berechnen und zu vergleichen. Da die explizite Solvatation der Clu-
ster mit Wassermolekülen jedoch ein Vielfaches der für den Clusteraufbau und GB/SA-Solvatation
benötigten Rechenzeit erfordert, wurde die Solvatation vorerst auf das GB/SA-Verfahren beschränkt.
Dies gestattet neben der Bewertung der Wechselwirkungen im Komplex einen ersten Einblick in das
Solvatationsverhalten der Cluster, der im Rahmen späterer Arbeiten vertieft werden kann.
Eine wesentliche Voraussetzung für realitätsnahe Modelle der Molekülcluster ist die Berücksichti-
gung möglicher Konformationsänderungen der Moleküle durch intermolekulare Wechselwirkungen
sowie der variablen Stöchiometrie der Komplexe. Da der rechnerische Aufwand für die Optimierung
aller geometrischen Freiheitsgrade flexibler Moleküle im Cluster mit den derzeit verfügbaren Re-
chenkapazitäten nicht zu bewältigen ist, wurde das Docking mit Konformationssets starrer Moleküle
durchgeführt. Aus diesen wurden die beim Clusteraufbau verwendeten Konformere nach dem Zu-
fallsverfahren ausgewählt und somit eine Vielzahl möglicher Molekülstrukturen berücksichtigt. Auch
bei der Variation der Clusterstöchiometrie wurde zur Begrenzung des Berechnungsaufwandes eine
Beschränkung auf vorerst zwei molekulare Zusammensetzungen von 1:1 und 1:2 vorgenommen. Die-
se Peptid:Partner-Verhältnisse sind typisch für Cetrorelix-Embonsäure-Komplexe (vgl. Abb. 33) und
erscheinen daher auch für andere Komplexpartner wahrscheinlich.
Abbildung 14: Visualisierung der spezifisch mit dem Komplexpartner wechselwirkenden Cetrorelix-
Atome durch farbliche Kennzeichnung (Komplex Cetrorelix-Embonsäure im molaren Verhältnis 1:1),
dargestellt mit MSI WebLabViewer
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Da in 1:1- und 1:2-Modellen nicht alle Cetrorelix-Bereiche an der Bindung des Komplexpartners teil-
nehmen können, werden große Teile des Moleküls nicht intermolekular stabilisiert. In realen Kom-
plexen interagieren diese Bereiche mit weiteren Cetrorelix-Molekülen oder dem Solvens. Für die
Berechnung der intermolekularen Wechselwirkungen war daher ein angepasstes Verfahren zu ent-
wickeln, welches die Abstraktion des Modells berücksichtigt. Dieses Ziel konnte durch die Identi-
fizierung der spezifisch mit dem Komplexpartner wechselwirkenden Atome erreicht werden (Abb.
14). Als Selektionskriterium kam wegen der Beschränkung auf den Nahbereich ein Abstandskriteri-
um von 0,5 nm zur Anwendung. Es kann davon ausgegangen werden, dass bei größerem Abstand des
Komplexpartners von einem Cetrorelix-Atom intramolekulare oder intermolekulare Interaktionen mit
anderen Molekülen deutlich überwiegen. Für die Berechnung der spezifischen Wechselwirkung im
Komplex wurden nur die so identifizierten, an der Bindung des Komplexpartners beteiligten Atome
herangezogen. Ähnlich der GB/SA-Solvatation spielt hierbei die für intermolekulare Wechselwirkun-
gen zugängliche Moleküloberfläche eine wichtige Rolle.
Für jeden Komplexpartner wurden je 10000 Cluster der Stöchiometrien 1:1 und 1:2 berechnet und aus
den Verteilungen der berechneten Wechselwirkungen folgende charakteristische Parameter bestimmt:
  µCetro: Mittelwert der inter- und intramolekularen Wechselwirkungsenergien von Cetrorelix,
  σCetro: Standardabweichung der inter- und intramolekularen Wechselwirkungsenergien von Ce-
trorelix,
  UCetro: temperaturabhängige inter- und intramolekulare Wechselwirkungsenergie von Cetro-
relix bei T   300K,
  µspecec: Mittelwert der spezifischen Coulomb-Wechselwirkungsenergie von Cetrorelix,
  σspecec: Standardabweichung der spezifischen Coulomb-Wechselwirkungsenergie von Cetro-
relix,
  Uspecec: temperaturabhängige spezifische Coulomb-Wechselwirkungsenergie von Cetrorelix
bei T   300K,
  µspecev: Mittelwert der spezifischen van der Waals-Wechselwirkungsenergie von Cetrorelix,
  σspecev: Standardabweichung der spezifischen van der Waals-Wechselwirkungsenergie von
Cetrorelix,
  Uspecev: temperaturabhängige spezifische van der Waals-Wechselwirkungsenergie von Ce-
trorelix bei T   300K,
  µspecet : Mittelwert der spezifischen Gesamtwechselwirkungsenergie von Cetrorelix,
  σspecet : Standardabweichung der spezifischen Gesamtwechselwirkungsenergie von Cetrorelix,
  Uspecet: temperaturabhängige spezifische Gesamtwechselwirkungsenergie von Cetrorelix bei
T   300K,
  µGBSA: Mittelwert der GB/SA-Solvatationsenthalpie der Cluster und
  σGBSA: Standardabweichung der GB/SA-Solvatationsenthalpie der Cluster.
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2.5.3 Anwendung der Modellrechnungen auf Komplexe mit neuartigen Komplexpartnern
Die Entwicklung neuartiger Cetrorelixkomplexe bildete aufgrund der vielfältigen, für die Applikation
des Peptides erwünschten Wirkprofile sowie des postulierten Aggregationsschutzes der Komplexe
eine wesentliche Aufgabe der vorliegenden Arbeit. Dabei kam dem Einsatz möglichst biophiler und
pharmakologisch gut charakterisierter Komplexpartner eine besondere Bedeutung zu.
Abbildung 15: Als neue Komplexpartner ausgewählte aromatische Carbonsäuren
In Analogie zur als Komplexpartner bekannten, jedoch über einen bislang nicht aufgeklärten Me-
chanismus metabolisierten Embonsäure, wurden vier aromatische Carbonsäuren als neue Komplex-
partner ausgewählt (Abb. 15). Vor allem Salicylsäure und Acetylsalicylsäure wurden als synthetische
Arzneimittel in zahlreichen Studien bei parenteraler Anwendung eingehend charakterisiert [Mascres
& Bonner 1976] und bereits in Konjugaten mit Peptiden oder Proteinen in vivo untersucht [Nuhn &
Strecker 1974, Nishida et al. 1994].
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Abbildung 16: Als neue Komplexpartner ausgewählte Dipeptide
Für weitere neue Cetrorelix-Komplexe wurde in Analogie zu den als Komplexpartner ausgezeichnet
geeigneten, jedoch teuren und schwer charakterisierbaren Polyaminosäuren eine Reihe synthetischer
Dipeptide ausgewählt. Neben für die Ernährung eingesetzten oder als Metabolite bekannten Dipepti-
den, wie Asp-Phe-OMe (Aspartam) und Asp-Tyr (Cholecystokinin Oktapeptid 1-2), kamen zusätzlich
einige weitere, preisgünstige, synthetische Dipeptide zum Einsatz (Abb. 16).
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien und Geräte
3.1.1 Chemikalien
Cetrorelix-Acetat
Das für Strukturuntersuchungen und Komplexherstellung eingesetzte Cetrorelix wurde durch die ASTA
MEDICA AG zur Verfügung gestellt und umfasst folgende Herstellungschargen:
  D-20761 Ber443 und
  D-20761 Ber836.
Aromatische Carbonsäuren
Für die Herstellung von Komplexen wurden folgende aromatische Carbonsäuren eingesetzt:
  Salicylsäure (2-Hydroxybenzoesäure), DAB, VEB Berlin-Chemie, reinst,
  Acetylsalicylsäure (2-Acetoxybenzoesäure), DAB, VEB Berlin-Chemie, reinst,
  β-Hydroxynaphthoesäure (3-Hydroxynaphthalin-2-carbonsäure), Fluka, reinst,
  β-Acetoxynaphthoesäure (3-Acetoxynaphthalin-2-carbonsäure), hergestellt in Versuch RA140
aus β-Hydroxynaphthoesäure durch Acetylierung mit Acetanhydrid gemäß GNADENWITZ,
Chem. Ber. 27, 1894, 2624; Fp:174-176ÆC (Literatur: 176-177ÆC; β-Hydroxynaphthoesäure:
216ÆC) und
  Embonsäure (4,4’-Methylenbis-[3-hydroxynaphthalin-carbonsäure-(2)]), Merck-Schuchardt, zur
Synthese.
Polyaminosäuren
Für die Herstellung von Komplexen wurden folgende Polyaminosäuren eingesetzt:
  Poly-L-Asparaginsäure 14.400 g/mol Sigma P-5387 LOT 41H5541 und
  Poly-L-Glutaminsäure 46.200 g/mol Sigma P-4761 LOT 107F-50541.
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Dipeptide
Für die Herstellung von Cetrorelix-Komplexen wurden folgende Dipeptide eingesetzt:
  H-Asp-Val-OH, Bachem G-1635, LOT No. 504231, Reinheit >99%,
  H-Glu-Gly-OH, Bachem G-1935, LOT No. 505744, Reinheit >99%,
  H-Arg-Glu-OH, Bachem G-1475, LOT No. 114552, Reinheit 89,5%,
  H-Asp-Phe-OMe, Bachem G-1545, LOT No. 511183, Reinheit >99%,
  H-Glu-Ala-OH, Bachem G-1900, LOT No. 122291,
  H-Asp-Tyr-OH, Bachem G-1630, LOT No. 501984, Reinheit >98%,
  H-Glu-Tyr-OH, Bachem G-2000, LOT No. 117975 und
  H-Asp-Gly-OH, Bachem G-1580, LOT No. 121256.
Hilfsstoffe
Für die Herstellung und Charakterisierung der Cetrorelix-Komplexe wurden folgende Hilfsstoffe ein-
gesetzt:
  Ammoniumacetat, Riedel-de Häen AG, zur Analyse,
  Natriumazid, Riedel-de Häen AG, zur Analyse,
  Natriumchlorid, J. T. Baker, zur Analyse,
  Kalziumchlorid, J. T. Baker, zur Analyse,
  Kaliumchlorid, J. T. Baker, zur Analyse,
  Tween R 80 (Polyoxyethylensorbitanmonooleat), Merck-Schuchardt,
  Seesand, geglüht und mit Säure gereinigt, Merck-Schuchardt, zur Analyse,
  Acetonitril, PCK Schwedt als Redestillat sowie Merck-Schuchardt, LiChrosolv ,
  Trifluoressigsäure, 1 M Essigsäure, 1 M Salzsäure und
  deionisiertes Wasser.
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Puffersysteme
Für die dynamische Liberation kamen nachfolgende Puffersysteme zum Einsatz. Beide Puffer wurden
als Stammlösung in 20-facher Konzentration der nachfolgend aufgeführten Inhaltsstoffe hergestellt
und vor Gebrauch mit dest. Wasser im Volumenverhältnis 1:100 verdünnt.
Ammoniumacetatlösung für die dynamische Liberationsanalyse (pH: 7,5):
  dest. Wasser,
  0,01 M Ammoniumacetat,
  0,1% Tween R 80 und
  0,01% Natriumazid.
Ringerlösung für die dynamische Liberationsanalyse:
  8,6 g/l Natriumchlorid,
  0,3 g/l Kaliumchlorid und
  0,25 g/l Kalziumchlorid.
3.1.2 Analytische Geräte und Messbedingungen
FTIR-Spektroskopie
Für die Aufnahme aller FTIR-Spektren wurde das FTIR-Spektrometer Nicolet R IMPACT 400 mit
dem Baseline-Kit für Diffuse Reflexion und Mahlwerkzeug eigener Fertigung [Rattei 1995] sowie
der GoldenGate-Diamant-HATR eingesetzt. Der Spektrometerraum wurde 30 Minuten vor und wäh-
rend der Messungen mit getrocknetem Stickstoff aus einem Whatman R FTIR Purge Gas Genera-
tor gespült. Pro Spektrum wurden 256 Scans durchgeführt; analysiert wurde der spektrale Bereich
von 800 cm1 bis 4000 cm1. Vor den Messungen wurde ein Hintergrundspektrum aufgenommen.
Die DRIFT-Spektren wurden einer Kubelka-Munk-Korrektur, die ATR-Spektren einer vereinfachten
ATR-Korrektur mit konstanten Brechungsindizes unterzogen. Die Festsubstanzen wurden zur Auf-
nahme mit der HATR-Einheit mit einer Saphirscheibe unter Druck an den ATR-Kristall gepresst. Der
Druck wurde mit Hilfe eines Drehmomentschlüssels und 80 cNm Moment reproduzierbar eingestellt.
Nach jeder Messung wurde der ATR-Kristall mit dest. Wasser und abs. Ethanol gereinigt.
Alle Spektren wurden mit Hilfe der Nicolet-Software OMNIC in den Versionen 1.20a und 4.0 ESP
aufgenommen und ausgewertet. Die quantitativen Analysen von FTIR-Spektren wurden mit OMNIC
QUANT IR 1.00 und QUANT IR 4.0 ESP durchgeführt.
UV/VIS-Spektroskopie
Alle UV-Spektren wurden in UV-Küvetten von Pharmacia mit einem UV/VIS-Spektrometer Spekol
1200 von Analytik Jena GmbH gegen einen Blindwert aus dest. Wasser aufgenommen.
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CD-Spektroskopie
Alle CD-Spektren wurden durch MURGAS [Murgas 1998] am Forschungsinstitut für Molekulare
Pharmakologie im Forschungsverbund Berlin e.V. am Gerät J720 von JASCO, Japan aufgenommen.
Fluoreszenz-Spektroskopie
Die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen wurden durch LANG [Lang 1998] am Forschungs-
zentrum Rossendorf, Institut für Bioanorganische und Radiopharmazeutische Chemie aufgenommen.
Es kam ein Fluoreszenzspektrometer HITACHI F-4500 einschließlich der Software F-4500 Fluore-
scence Spectrophotometer Program mit Fluoreszenz-Quarzküvetten von 10 mm Schichtdicke, verse-
hen mit einem Kryostaten Lauda RM6, zum Einsatz.
HPLC
Die Konzentrationsbestimmungen sowie die Identifizierung von Cetrorelix wurden mit einer GAT-
HPLC-Anlage durchgeführt, bestehend aus folgenden Komponenten:
  Kryostat WK100 der Colora Messtechnik GmbH für Thermostatierung der Laufmittel und Pro-
ben,
  HPLC-Pumpe ICI Instruments LC1110,
  HPLC-Degaser DEGASYS DG-1210, Gamma Analysentechnik GmbH,
  HPLC-Säule RP18, 5 µm, ES30 (5x250 mm2), Nr. 4,5/250-355/93, Batch 2850, Gamma Ana-
lysentechnik GmbH,
  UV-Detektor LCD 500, Gamma Analysentechnik GmbH und
  Autosampler LC 1600, Gamma Analysentechnik GmbH.
Für die Durchführung der Analysen wurden folgende Bedingungen eingestellt:
  Laufmittel Acetonitril:Wasser:TFA=35:65:0,1 (v/v),
  Fluss des Laufmittels: 1 ml/min,
  Druck des Laufmittels: ca. 10 MPa,
  Temperatur der Säule: Raumtemperatur,
  Temperatur des Laufmittelvorrats und der Proben im Autosampler: 10ÆC,
  Detektion: UV-Extinktion bei 217 nm, Range 0,02,
  Injektionsvolumen: 20 µl und
  Laufzeit pro Probe: 13 min.
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Die Kalibrierung für die quantitative Cetrorelixbestimmung wurde mit einer Verdünnungsreihe von
Cetrorelix in 10 mM Ammoniumacetatlösung bzw. 1 M Salzsäure durchgeführt. Die Verdünnungs-
reihe wurde aus Stammlösungen von 0,1 mg/ml Cetrorelixgehalt durch Verdünnung mit dem Lö-
sungsmittel in den Verhältnissen 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 und 1:128 hergestellt und mit den
Proben geringer Konzentration beginnend gemessen. Für die Kalibrationsfunktion wurden die Soft-
ware GAT DP800 und deren lineare Regressionsfunktion der Peakflächen und Cetrorelixkonzentration
ohne Nullstelle im Koordinatenursprung verwendet.
Alle Proben unbekannter Konzentration wurden ggf. vor der Bestimmung verdünnt, um deren Cetro-
relixgehalt in den Konzentrationsbereich der Kalibrierung zu überführen.
Dynamische Liberationsanalyse
Für die dynamischen Liberationsanalysen wurde eine Anordnung folgender Geräte und Komponenten
eingesetzt:
  LC-Schläuche- und Ventile Biorad,
  Schlauchpumpe Ismatec MS-REGLO,
  Column-Thermostat Jetstream 2 Plus, Gamma Analysentechnik GmbH,
  zur Liberation modifizierte HPLC-Kartuschen MERCK 16851 Hibar R, LiChroCart R, Manu-
fix R mit Edelstahlsieben,
  Fraktionssammler Biorad 2128 mit Rack 2 und
  Fraktionssammlerröhrchen 20 ml, Greiner Polycarbonat RR Natur, 16.0/152 mm.
Bei der Durchführung der Liberationen wurden folgende Parameter eingestellt:
  Fluss der Eluenten: 30 ml/h und
  Temperatur des Thermostaten: 22ÆC.
Sonstiges
Alle Einwaagen wurden mit einer Feinwaage Sartorius MC1 (Genauigkeit 0,01 mg) durchgeführt. Für
Zentrifugationen wurden eine Beckmann-Zentrifuge GS-15R sowie Eppendorf-Zentrifugen 5415C
eingesetzt. Für die Komplexhomogenisierung wurde ein Ultraschallbad Unitra UM-2 von Unima Ol-
sztyn, für die Komplextrocknung ein Lyophilisator CHRIST Alpha 2-4 mit Ölschieber-Vakuumpumpe
verwendet.
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3.1.3 Rechentechnik
Hardwareressourcen, Betriebssysteme
Für die molekülmechanischen Berechnungen kamen verschiedene Unix-Workstations und Compute-
Cluster zum Einsatz:
  IBM RS/6000-Cluster der TU Dresden, Fachrichtung Chemie, mit 11 IBM Power I, IBM Power
II und IBM Power-PC-Prozessoren und RAM pro Knoten von 128 MB bis 1024 MB unter IBM
AIX 4.2 (für die Entwicklung der Modellierungsverfahren sowie die Konformationssuche der
Peptid- und Partnermoleküle),
  Sun E4500 der TU Clausthal-Zellerfeld, Rechenzentrum, mit 12 Sun Sparc-Prozessoren (250
MHz, 4MB Cache) und 2 GB shared RAM unter Sun Solaris (für die Entwicklung der Model-
lierungsverfahren),
  IBM RS/6000-Cluster der TU Clausthal-Zellerfeld, Fachrichtung Chemie, mit 18 IBM Power
II und IBM Power-PC-Prozessoren und RAM pro Knoten von 64 MB bis 512 MB unter IBM
AIX 4.2 (für die Entwicklung der Modellierungsverfahren),
  SGI Origin 2000 der TU Dresden, Rechenzentrum, mit 48 MIPS R10000-Prozessoren (195
MHz, 4MB Cache) und 17 GB RAM unter SGI IRIX 6.5 (für die Entwicklung der Modellie-
rungsverfahren) und
  Compute-Cluster der TU Dresden, Institut für Biochemie, mit 13 AMD Athlon-Prozessoren
(4x1400, 9x1200 MHz) und 256 MB bzw. 512 MB RAM pro Knoten unter Linux/MOSIX
2.4.5 (für die Erstellung und Charakterisierung der Cluster).
Chemische Software
Folgende, wesentliche Programme wurden für die Durchführung der Berechnungen eingesetzt:
  Molecular Simulations Cerius2 3.5 für IBM AIX,
  EVOCAP Revision 4/2001 der Arbeitsgruppe DRACHE, TU Clausthal-Zellerfeld, Institut für
Technische Chemie,
  SMILESTYPE Revision 1/2001 der Arbeitsgruppe DRACHE, TU Clausthal-Zellerfeld, Institut
für Technische Chemie,
  TINKER 3.8 von JAY PONDER, Dept. of Biochemistry & Molecular Biophysics, Washington
University School of Medicine St. Louis, Missouri,
  TCL 8.0 und 8.3 und
  MSI WebLabViewer.
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Die Programme EVOCAP, SMILESTYPE, TINKER wurden mit Hilfe der auf den jeweiligen Be-
triebssystemen installierten C- und Fortran-Compiler und -Bibliotheken mit der und den zu den Pro-
grammen gehörigen Makefiles compiliert. Für EVOCAP und SMILESTYPE wurde beim Linken die
NetCDF-Bibliothek in der Version 3.4 verwendet.
Die Energieberechnungen in Cerius2 wurden mit dem mitgelieferten, unveränderten Kraftfeld UNI-
VERSAL 1.02 unter Berücksichtigung der 1-3-Coulomb- und -van der Waals-Wechselwirkungen
durchgeführt. Für die Berechnung der Partialladungen diente das in Cerius2 integrierte Charge Equi-
libration-Modul einschließlich der mitgelieferten Parameter.
Die Energieberechnungen in TINKER wurden auf den zu TINKER gehörenden MM3- und MM3-
Protein-Parametern basierend durchgeführt. Diese wurden durch DRACHE und LANG [Veröffentli-
chung in Vorbereitung] kombiniert und um fehlende Parameter ergänzt.
Die Energieberechnungen in EVOCAP wurden mit folgenden Kraftfelddefinitionen für UNIVERSAL
und MM3 durchgeführt:
ec_forcefield new universal
universal type H_ H
universal type C_2 C
universal type C_3 C
universal type C_R C
universal type O_3 O
universal type O_R O
universal type O_2 O
universal type N_R N
universal type N_2 N
universal type N_3 N
universal type Cl Cl
universal vdw potential lj_12_6 -combination geometric
universal vdw cutoff_distance 10.00000
universal vdw cutoff on
universal vdw cutoff_1_3 off
universal vdw cutoff_1_4 off
universal vdw parameter H_ 1.4430 0.04400
universal vdw parameter C_2 1.9255 0.10500
universal vdw parameter C_3 1.9255 0.10500
universal vdw parameter C_R 1.9255 0.10500
universal vdw parameter O_3 1.7500 0.06000
universal vdw parameter O_R 1.7500 0.06000
universal vdw parameter O_2 1.7500 0.06000
universal vdw parameter N_R 1.8300 0.06900
universal vdw parameter N_2 1.8300 0.06900
universal vdw parameter N_3 1.8300 0.06900
universal vdw parameter Cl 1.9735 0.22700
universal coulomb potential 1_R
universal coulomb dk 1.00000
universal coulomb cutoff_distance 20.00000
universal coulomb cutoff off
universal coulomb cutoff_1_3 on
universal coulomb cutoff_1_4 on
ec_forcefield new mm3
mm3 type 50 C
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mm3 type 1 C
mm3 type 2 C
mm3 type 180 C
mm3 type 181 C
mm3 type 3 C
mm3 type 4 C
mm3 type 68 C
mm3 type 106 C
mm3 type 182 C
mm3 type 183 C
mm3 type 184 C
mm3 type 124 H
mm3 type 73 H
mm3 type 48 H
mm3 type 28 H
mm3 type 188 H
mm3 type 23 H
mm3 type 24 H
mm3 type 21 H
mm3 type 44 H
mm3 type 187 H
mm3 type 189 H
mm3 type 190 H
mm3 type 5 H
mm3 type 46 N
mm3 type 146 N
mm3 type 150 N
mm3 type 151 N
mm3 type 155 N
mm3 type 185 N
mm3 type 8 N
mm3 type 37 N
mm3 type 72 N
mm3 type 40 N
mm3 type 43 N
mm3 type 109 N
mm3 type 107 N
mm3 type 108 N
mm3 type 9 N
mm3 type 45 N
mm3 type 10 N
mm3 type 39 N
mm3 type 186 N
mm3 type 159 O
mm3 type 148 O
mm3 type 75 O
mm3 type 49 O
mm3 type 6 O
mm3 type 77 O
mm3 type 78 O
mm3 type 79 O
mm3 type 80 O
mm3 type 7 O
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mm3 type 41 O
mm3 type 145 O
mm3 type 47 O
mm3 type 149 O
mm3 type 11 F
mm3 type 12 Cl
mm3 type 13 Br
mm3 type 14 I
mm3 type 154 S
mm3 type 18 S
mm3 type 17 S
mm3 type 105 S
mm3 type 104 S
mm3 type 15 S
mm3 type 42 S
mm3 type 74 S
mm3 type 19 Si
mm3 type 153 P
mm3 type 60 P
mm3 type 25 P
mm3 vdw potential lj_12_6 -combination geometric
mm3 vdw parameter 50 1.960 0.056
mm3 vdw parameter 1 2.040 0.027
mm3 vdw parameter 2 1.960 0.056
mm3 vdw parameter 180 1.940 0.056
mm3 vdw parameter 181 1.940 0.056
mm3 vdw parameter 3 1.940 0.056
mm3 vdw parameter 4 1.940 0.056
mm3 vdw parameter 68 1.940 0.056
mm3 vdw parameter 106 1.940 0.056
mm3 vdw parameter 182 1.940 0.056
mm3 vdw parameter 183 1.960 0.056
mm3 vdw parameter 184 1.940 0.056
mm3 vdw parameter 124 1.620 0.020
mm3 vdw parameter 73 1.600 0.015
mm3 vdw parameter 48 1.600 0.034
mm3 vdw parameter 28 1.600 0.015
mm3 vdw parameter 188 1.600 0.015
mm3 vdw parameter 23 1.600 0.018
mm3 vdw parameter 24 0.900 0.015
mm3 vdw parameter 21 1.600 0.016
mm3 vdw parameter 44 1.620 0.020
mm3 vdw parameter 187 1.620 0.020
mm3 vdw parameter 189 1.600 0.018
mm3 vdw parameter 190 1.600 0.034
mm3 vdw parameter 5 1.620 0.020
mm3 vdw parameter 46 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 146 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 150 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 151 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 155 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 185 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 8 1.930 0.043
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mm3 vdw parameter 37 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 72 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 40 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 43 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 109 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 107 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 108 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 9 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 45 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 10 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 39 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 186 1.930 0.043
mm3 vdw parameter 159 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 148 1.820 0.060
mm3 vdw parameter 75 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 49 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 6 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 77 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 78 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 79 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 80 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 7 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 41 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 145 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 47 1.820 0.059
mm3 vdw parameter 149 1.820 0.060
mm3 vdw parameter 11 1.710 0.075
mm3 vdw parameter 12 2.070 0.240
mm3 vdw parameter 13 2.220 0.320
mm3 vdw parameter 14 2.360 0.424
mm3 vdw parameter 154 2.150 0.202
mm3 vdw parameter 18 2.150 0.202
mm3 vdw parameter 17 2.150 0.202
mm3 vdw parameter 105 2.150 0.202
mm3 vdw parameter 104 2.150 0.202
mm3 vdw parameter 15 2.150 0.202
mm3 vdw parameter 42 2.150 0.202
mm3 vdw parameter 74 2.150 0.202
mm3 vdw parameter 19 2.290 0.140
mm3 vdw parameter 153 2.220 0.168
mm3 vdw parameter 60 2.200 0.168
mm3 vdw parameter 25 2.220 0.168
mm3 vdw cutoff_distance 10.00000
mm3 vdw cutoff on
mm3 vdw exclude_1_3 no
mm3 vdw exclude_1_4 no
mm3 vdw cutoff_1_3 off
mm3 vdw cutoff_1_4 off
mm3 vdw scale_1_4 no
mm3 coulomb potential 1_R
mm3 coulomb dk 1.00000
mm3 coulomb cutoff_distance 20.00000
mm3 coulomb cutoff off
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mm3 coulomb exclude_1_3 no
mm3 coulomb exclude_1_4 no
Die Energieberechnungen in TINKER für Konformationssets zur Konformationsanalyse wurden mit
folgenden Kraftfeldeinstellungen für MM3 durchgeführt (mit MM3-HBOND-Potenzial):
##############################
## ##
## Force Field Definition ##
## ##
##############################
forcefield MM3-2000
bondunit 71.94
bond-cubic -2.55
bond-quartic 3.793125 !! (7/12)*bond-cubic^2
angleunit 0.02191418
angle-cubic -0.014
angle-quartic 0.000056
angle-pentic -0.0000007
angle-sextic 0.000000022
strbndunit 2.51118
angangunit -0.02191418
opbendunit 0.02191418
torsionunit 0.5
strtorunit -5.9975
vdwtype MM3-HBOND
radiusrule ARITHMETIC
radiustype R-MIN
radiussize RADIUS
epsilonrule GEOMETRIC
a-expterm 184000.0
b-expterm 12.0
c-expterm 2.25
chg-13-use
vdw-13-use
chg-14-use
vdw-14-use
dielectric 4.0
Die Energieberechnungen in TINKER für Cetrorelixcluster und die Konformationssets von deren
Ausgangsmolekülen wurden mit folgenden Kraftfeldeinstellungen für MM3 durchgeführt (ohne MM3-
HBOND-Potenzial):
##############################
## ##
## Force Field Definition ##
## ##
##############################
forcefield MM3-2000
bondunit 71.94
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bond-cubic -2.55
bond-quartic 3.793125 !! (7/12)*bond-cubic^2
angleunit 0.02191418
angle-cubic -0.014
angle-quartic 0.000056
angle-pentic -0.0000007
angle-sextic 0.000000022
strbndunit 2.51118
angangunit -0.02191418
opbendunit 0.02191418
torsionunit 0.5
strtorunit -5.9975
vdwtype LENNARD-JONES
radiusrule ARITHMETIC
radiustype R-MIN
radiussize RADIUS
epsilonrule GEOMETRIC
a-expterm 184000.0
b-expterm 12.0
c-expterm 2.25
chg-13-use
vdw-13-use
chg-14-use
vdw-14-use
dielectric 1.5
Die Ladungsberechnung durch Charge Equilibration in EVOCAP wurde mit folgenden Parametern
durchgeführt:
ec_qeq method new qeq_noct_conhcl
qeq_noct_conhcl parameter C 5.34300 10.1260 0.75900
qeq_noct_conhcl parameter O 8.74100 13.3640 0.66900
qeq_noct_conhcl parameter N 6.89900 11.7600 0.71500
qeq_noct_conhcl parameter H 4.52800 12.9850 0.37100
qeq_noct_conhcl parameter Cl 8.56400 9.8900 0.99400
qeq_noct_conhcl charge_transfer off
qeq_noct_conhcl cutoff 6.0
qeq_noct_conhcl scf max_steps 1000
qeq_noct_conhcl scf tolerance 0.001
Für das Docking in EVOCAP wurden folgende Atomgrößenparameter verwendet:
#Docking-Methode mit 10 Rotations fuer Universal-Kraftfeld anlegen
ec_docking new dock_universal_rot_conhcl
dock_universal_rot_conhcl move_center on
dock_universal_rot_conhcl rotations 10
dock_universal_rot_conhcl parameter C 1.9255
dock_universal_rot_conhcl parameter O 1.7500
dock_universal_rot_conhcl parameter N 1.8300
dock_universal_rot_conhcl parameter H 1.4430
dock_universal_rot_conhcl parameter Cl 1.9735
#Docking-Methode mit 10 Rotations fuer MM3-Kraftfeld anlegen
ec_docking new dock_mm3_rot_conhcl
dock_mm3_rot_conhcl move_center on
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dock_mm3_rot_conhcl rotations 10
dock_mm3_rot_conhcl parameter C 1.9400
dock_mm3_rot_conhcl parameter O 1.8200
dock_mm3_rot_conhcl parameter N 1.9300
dock_mm3_rot_conhcl parameter H 1.6000
dock_mm3_rot_conhcl parameter Cl 2.0700
3.2 Darstellung der Komplexe
3.2.1 Allgemeines
Für alle präparativen Arbeiten mit Cetrorelixlösungen sind wegen der Aggregations- und Adsorptions-
neigung des Peptides die verwendeten Glasgeräte vor jeder Benutzung durch Füllung mit gesättigter
Natronlauge und eintägige Einwirkungsdauer zu inaktivieren. Kunststoffgefäße sind für deren Einsatz
auf ihr Aggregationsvermögen zu testen. Generell sind die Lagerungszeiten für Cetrorelixlösungen zu
minimieren.
3.2.2 Darstellung der Cetrorelix-Embonsäure-Komplexe durch Fällung aus Cetrorelix-Acetat
Für die Herstellung von Lösung A werden 60,17 mg Embonsäure in 1 ml Dimethylacetamid (DMA)
gelöst. Lösung B wird durch Lösen von 45,24 mg Cetrorelix-Acetat in 270 µl DMA und 30 µl dest.
Wasser hergestellt.
Anteile beider Lösungen werden im gewünschten molaren Verhältnis vereinigt und durch Rühren
oder Schütteln vermischt. Mit der raschen Zugabe der 30fachen Menge dest. Wasser unter intensivem
Rühren oder Schütteln wird der Komplex gefällt. Nach 10minütiger Behandlung im Ultraschallbad
wird der Komplex 10 min. bei 9000 min1 abzentrifugiert und nach Dekantieren der überstehenden
Flüssigkeit 3 Tage im Vakuum über P2O5 getrocknet. Der Cetrorelixgehalt der überstehenden Lösung
ist mittels HPLC zu bestimmen.
3.2.3 Darstellung der Cetrorelix-Embonsäure-Komplexe durch Fällung aus der Cetrorelix-
Base
Für die Herstellung von Lösung A werden 100 mg Embonsäure in einer Mischung aus 5 ml Dime-
thylacetamid (DMA) und 5 ml abs. Ethanol gelöst. Für Lösung B werden 100 mg Cetrorelix-Acetat
in 4,2 ml dest. Wasser gelöst. Dazu werden 11 ml abs. Ethanol und unter Rühren 1,16 mg Ionen-
austauscher Amberlite MB3 gegeben. Die Lösung wird bis zur pH-Konstanz, mindestens jedoch 15
Minuten gerührt. Danach wird der Ionenaustauscher dekantiert und mit wenig abs. Ethanol gewa-
schen. Das Lösungsmittel wird mit einem Rotationsverdampfer im Vakuum abdestilliert. Der Kolben
mit der Cetrorelix-Base ist im Vakuum über P2O5 zu trocknen. Anschließend werden der Rückstand
als Lösung B in 5 ml Dimethylacetamid (DMA) und 5 ml abs. Ethanol aufgenommen und der Kolben
bis zur vollständigen Auflösung geschüttelt.
Anteile der Lösungen A und B werden im gewünschten molaren Verhältnis vereinigt und durch Rüh-
ren oder Schütteln vermischt. Mit der raschen Zugabe der 30fachen Menge dest. Wasser unter intensi-
vem Rühren oder Schütteln wird der Komplex gefällt. Nach 10minütiger Behandlung im Ultraschall-
bad wird der Komplex 10 min. bei 9000 min1 abzentrifugiert und nach Dekantieren der überste-
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henden Flüssigkeit 3 Tage im Vakuum über P2O5 getrocknet. Der Cetrorelixgehalt der überstehenden
Lösung ist mittels HPLC zu bestimmen.
3.2.4 Darstellung der Cetrorelix-Polyaminosäure-Komplexe
150 mg der Polyaminosäure werden in einem Becherglas unter Rühren in 10 ml dest. Wasser gelöst.
150 mg Cetrorelix werden separat in 15 ml dest. Wasser unter Rühren gelöst und nach vollständiger
Auflösung kontinuierlich in die Mitte der gerührten Polyaminosäurelösung gegeben. Das Cetrorelix-
Gefäß wird zweimal mit wenig dest. Wasser nachgespült. Nach 2-3 Minuten Nachrühren der Lösung
wird das Becherglas mit einer Textilhaube verschlossen und die Lösung bei -20ÆC für 3 Stunden unter
Normaldruck eingefroren. Danach wird bei -15ÆC und 0,05 mbar gefriergetrocknet und der Komplex
im Vakuum über P2O5 nachgetrocknet.
3.2.5 Darstellung der Cetrorelix-Carbonsäure-Komplexe
30 mg Cetrorelix-Acetat und die gewünschte Menge Komplexpartner werden gemeinsam eingewogen
und in 390 µl Dimethylacetamid (DMA) und 18 µl dest. Wasser gelöst. Nach der raschen Zugabe von
5 ml dest. Wasser unter intensivem Rühren oder Schütteln wird die Lösung 10 Minuten im Ultra-
schallbad behandelt. Danach wird das Becherglas mit einer Textilhaube verschlossen und die Lösung
bei -20ÆC für 3 Stunden unter Normaldruck eingefroren. Anschließend wird bei -15ÆC und 0,05 mbar
gefriergetrocknet und der Komplex im Vakuum über P2O5 nachgetrocknet.
3.2.6 Darstellung der Cetrorelix-Dipeptid-Komplexe
35 mg Cetrorelix-Acetat werden unter Schütteln in 2 ml dest. Wasser gelöst und die Lösung 15 Mi-
nuten im Ultraschallbad homogenisiert. Die gewünschte Menge Komplexpartner wird in 1 ml dest.
Wasser unter Schütteln gelöst und unter intensivem Rühren oder Schütteln zur Cetrorelixlösung ge-
geben. Nach Nachspülen des Komplexpartner-Gefäßes mit 1 ml dest. Wasser wird nach 10 Minuten
Wartezeit die Lösung 1 Minute im Ultraschallbad behandelt und in eine flache Glasschale überführt.
Danach wird die Schale mit einer Textilhaube verschlossen und die Lösung bei -20ÆC für 3 Stunden
unter Normaldruck eingefroren. Anschließend wird bei -15ÆC und 0,05 mbar gefriergetrocknet und
der Komplex im Vakuum über P2O5 nachgetrocknet.
3.3 Charakterisierung der Cetrorelix-Komplexe
3.3.1 Bestimmung des Cetrorelixgehaltes
Zur Bestimmung des Cetrorelixgehaltes in dessen Komplexen wurde eine Komplexmenge mit theore-
tischem Cetrorelixgehalt von 1 mg in einem Zentrifugenröhrchen eingewogen und mit 1 ml 1 M Salz-
säure oder 33%iger Essigsäure versetzt. Nach 10minütiger Ultraschallbehandlung wurde der Rück-
stand durch Zentrifugation abgetrennt und die Cetrorelix-Konzentration der überstehenden Lösung
mittels HPLC quantitativ bestimmt.
Der Cetrorelixgehalt des Überstandes bei Komplexherstellung durch Fällung wurde quantitativ mittels
HPLC bestimmt.
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3.3.2 Dynamische Liberationsanalyse
Für die dynamische Freisetzungsanalyse wurde pro Liberationsmedium eine Komplexmenge mit theo-
retischem Cetrorelixgehalt von 10 mg eingewogen und ggf. mit einem Spatel homogenisiert. Danach
wurden die Böden der Liberationskartuschen jeweils mit einer ca. 3 mm starken Schicht Seesand
bedeckt. Mit einer weiteren Portion Seesand von etwa des halben Kartuschenvolumens wurde die
eingewogene Komplexmenge aufgenommen, intensiv mit einem Spatel vermengt und in die Libera-
tionskartusche gefüllt. Mit dem restlichen, zur Füllung der Kartusche benötigten Seesand wurden die
Restpartikel des Komplexes vom Wägeschiffchen aufgenommen und in die Kartusche gefüllt. Nach
vollständiger Füllung wurden die Kartuschen mit den Edelstahlsieben verschlossen, verschraubt und
im Thermostat in das Liberationssystem integriert.
Nach Temperierung der Kartuschen wurde die Liberation zeitgleich mit beiden Liberationsmedien ge-
startet. Mit Hilfe des Fraktionssammlers wurden in der ersten Stunde aller 5 Minuten, danach einmal
stündlich die Fraktionen gewechselt. Nach 50 Stunden Elution wurde 30 Minuten mit 1 M Salzsäure
eluiert, dabei wurden im Abstand von 10 Minuten die Fraktionen gewechselt.
Von den Proben aller Fraktionen wurden ggf. Verdünnungen hergestellt. Bis zur quantitativen Cetro-
relixbestimmung mit der HPLC wurden alle Proben bei 4ÆC in Autosampler-Vials gelagert.
3.4 Ermittlung der Sekundärstruktur von Cetrorelix aus FT-IR- und CD-Spektren
Literatur: Ronald W. Sarver, Jr. and William C. Krueger, Analytical Biochemistry 194, 89-100 (1991)
Vorbereitung des Spektrums
Das auszuwertende Spektrum wird mit Hilfe des Programms OMNIC in Extinktion dargestellt und
einer Basislinienkorrektur unterzogen. Dabei ist die Basislinie so zu verschieben, dass sie das Spek-
trum bei 1750 cm1 schneidet. Mit Hilfe der Integrator-Funktion wird die Gesamtfläche A17001600
des Spektrums im Bereich von 1700 cm1 bis 1600 cm1 bestimmt. Danach wird das Spektrum als
Textdatei (CSV-Format) gespeichert.
Analyse des Spektrums
Die Extinktionen Eλ des Spektrums werden im Bereich von 1700 cm1 bis 1600 cm1 gemäß folgen-
der Gleichung normalisiert und bilden danach die IR-Matrix R:
R  
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Die Sekundärstrukturmatrix F besteht aus den Sekundärstukturanteilen für Helix, β-sheet, β-turn und
andere (other) und errechnet sich aus der IR-Matrix R und der Transformationsmatrix X nach folgen-
der Beziehung:
F   XR
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Die Transformationsmatrix X enthält die generalisierten, inversen IR-Spektraldaten der Sekundärstuk-
turen und wurde durch SARVER und KRUEGER wie folgt bestimmt:
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helix
1 4637 0 9190 0 3492 0 3036 1 0124 1 5255 2 1388 2 5301 2 6745 2 6964
2 6432 2 5707 2 5810 2 4163 2 0798 1 5214 0 7991 0 0296 0 9724 2 0727
3 2513 4 3569 5 3872 6 3122 6 6450 6 2361 5 2852 3 8871 2 3291 0 9681
0 3691 1 7098 2 7064 3 5061 3 8447 3 8245 3 5257 3 0782 2 5491 2 0969
1 6400 1 2989 0 9762 0 6210 0 2650 0 1411 0 5619 0 8490 1 1703 1 4908
1 7142 1 9558
β sheet
3 9246 3 1589 2 3087 1 2888 0 0806 0 8148 1 9414 2 6491 3 0138 3 2141
3 2606 3 3210 3 5439 3 5205 3 2589 2 6968 1 9729 1 1321 0 2067 0 8421
2 0139 3 0984 4 1923 5 2278 5 6469 5 2525 4 1073 2 3229 0 3214 1 3068
2 7705 4 1735 5 1028 5 7142 5 6782 5 2049 4 3813 3 4900 2 4983 1 6437
0 8125 0 2634 0 2726 0 8321 1 3549 1 9849 2 6549 3 1334 3 6187 4 0922
4 4369 4 8145
β turn
2 3031 1 9014 1 4491 0 8956 0 1890 0 3430 1 0653 1 5353 1 8337 2 0399
2 1316 2 2420 2 4718 2 5541 2 5178 2 3236 2 0659 1 7630 1 4370 1 0739
0 6327 0 1859 0 3713 1 0091 1 4500 1 5863 1 3923 0 8734 0 2452 0 2128
0 6349 1 1043 1 3991 1 6224 1 5799 1 3876 1 0488 0 7181 0 3346 0 0015
0 3392 0 5128 0 6976 0 9135 1 1156 1 4045 1 7374 1 9711 2 1963 2 4253
2 5959 2 7839
other
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Eine EXCEL-Arbeitsmappe zur automatischen Auswertung der FTIR-Spektren nach diesem Verfah-
ren wurde in der Diplomarbeit [Rattei 1995] entwickelt und ermöglicht eine sehr einfache Anwendung
des Algorithmus, sowie die Visualisierung der Ergebnisse.
3.5 Durchführung und Auswertung der Modellrechnungen zur Komplexierung von
Cetrorelix
3.5.1 Erzeugung der Konformationssets der Moleküle (Cetrorelix und Komplexpartner)
Basis der Modellrechnungen bilden die Konformationssets der Moleküle, mit denen deren Konforma-
tionsraum in das starre Docking mit EVOCAP einbezogen werden kann. Ausgangspunkt eines Kon-
formationssets ist ein 3D-Modell des Moleküls, welches z.B. im Moleküleditor von Cerius2 3.5 erstellt
wird. Dieses 3D-Modell dient als Ausgangspunkt für die Konformationssuche und muss die korrekte
Bindungsmatrix und Stereochemie besitzen. Die Konformationssuche wird in folgenden Schritten mit
Cerius2 3.5 durchgeführt:
1. Zeichnen oder Laden des 3D-Molekülmodells,
2. Laden des Kraftfeldes UNIVERSAL 1.02,
3. Aktivieren der 1-3-Wechselwirkungen für Coulomb- und van der Waals-Potenziale des Kraft-
feldes,
4. Durchführen einer Charge Equilibration, Überprüfung der Gesamtladung,
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5. Durchführen einer Geometrieoptimierung mit dem Smart Minimizer über 500 Schritte, an-
schließend Charge Equilibration, ggf. Wiederholung dieser Schritte, bis keine wesentliche Geo-
metrieveränderung mehr stattfindet,
6. Laden des Konformationssuche-Moduls, Auswahl der Methode „Random Sampling“,
7. Ermitteln aller variablen Torsionen, Löschen der nicht zu verändernden Torsionen (z.B. Torsio-
nen der Peptidbindung in Polypeptiden),
8. Einstellen der random-sampling-Parameter:
- 1.000 Konformere (Komplexpartner) bzw. 10.000 Konformere (Cetrorelix) erzeugen,
- stets von der Referenzkonformation ausgehen,
- Konformere minimieren (Standardeinstellung bei 500 Schritten belassen),
- Variation der Torsionen über 360Æ,
9. Einstellen der Optionen für das Konformationsset:
- keine Energiebegrenzung für das Speichern der Konformere anwenden,
10. Durchführen des random sampling (Konformationsset wird unter dem gewählten Dateinamen
als .msi und .csr-file gespeichert).
Das so erstellte, nicht portable .csr-Konformationsset ist nachfolgend auf der gleichen Hardware in
ein plattformunabhängiges, portables binäres .NetCDF-File umzuwandeln. Dabei wird gleichzeitig
eine Charge Equilibration aller Konformere durchgeführt. Für diesen Schritt mit EVOCAP wurde das
TCL-Skript csr2netcdf.tcl entwickelt.
Das so erstellte NetCDF-File (bezeichnet als *_universal_bulk.NetCDF und *_universal_bulk.msi)
dient als Basis für die Geometrieoptimierung mit MM3 und den Selektionsschritt, nachfolgend als
shell-Skript für das Batchsystem Codine zusammengestellt:
#!/bin/csh
# Vorbereiten und Analysieren des Konformationssets eines Moleküls
#
# Achtung: codine führt das Skript in der csh aus, entsprechende
# shell-Kommandos verwenden!
# Voreinstellungen
setenv MOL $1
setenv NAME $2
cd ~/modeling/molecules
# Minimierung mit MM3
../tools/minimize_netcdf_mol.tcl $MOL/$MOL\_universal_bulk
mv $MOL/$MOL\_universal_bulk_tinker_1.msi $MOL/$MOL\_mm3_bulk.msi
mv $MOL/$MOL\_universal_bulk_tinker.NetCDF $MOL/$MOL\_mm3_bulk.NetCDF
# Selektieren der Konformere, QEQ
../tools/selectgoodconformers_netcdf_mol.tcl $MOL/$MOL\_mm3_bulk $MOL >$MOL/select.log
rm $MOL/$MOL\_mm3_bulk_DLselected.NetCDF
mv $MOL/$MOL\_mm3_bulk_DLselected_qeq.NetCDF $MOL/$MOL\_mm3_verified.NetCDF
cp $MOL/$MOL\_mm3_bulk.msi $MOL/$MOL\_mm3_verified.msi
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# Auswerten der Konformationen
../tools/auswertung_mol.tcl $MOL/$MOL\_mm3_bulk
../tools/auswertung_mol.tcl $MOL/$MOL\_mm3_verified
../tools/histogramme_mol.tcl $MOL/$MOL\_mm3_bulk "$NAME (Konformationsset aus ...)"
../tools/histogramme_mol.tcl $MOL/$MOL\_mm3_verified "$NAME (Konformationsset aus ...)"
#../tools/make_am.tcl $MOL/$MOL\_mm3_verified
Hierfür wurden die TCL-Skripte minimize_netcdf_mol.tcl, selectgoodconformers_netcdf_mol.tcl so-
wie auswertung_mol.tcl, histogramme_mol.tcl und make_am.tcl entwickelt. Sehr große Konformati-
onssets können mit minimize_netcdf_mol.tcl auch verteilt auf Teilbereiche des Konformationsberei-
ches bearbeitet werden, wodurch auf Compute-Clustern eine raschere Fertigstellung der Geometrieop-
timierung zu erreichen ist. Für die Auswertung der Konformationssets von Peptiden wurden darüber
hinaus die TCL-Skripte atomdistanz_mol.tcl, classify_peptidebonds_mol.tcl, ladungsvarianz_mol.tcl,
ramachandran.tcl und torsion_mol.tcl entwickelt.
3.5.2 Erstellung und Charakterisierung der Molekülcluster
Das Docking von Cetrorelix und Komplexpartner wird mit Hilfe eines entsprechend angepassten TCL-
Skriptes dock_cluster.tcl für evocap durchgeführt, welches als Template zur Verfügung steht und in
einem Verzeichnis für die gedockten Cluster plaziert wird:
#!../bin/evocap
# Durchführung eines EVOCAP-Dockings mit Auswertung der Ergebnisse
# TUD/TUC 07/2001
if { [lsearch -exact {-h --help} [lindex $argv 0]] >=0 } {
puts ""
puts "-------------- TCL-Skript fuer EVOCAP -----------------------------"
puts "Funktion: Erzeugung von evocap-Clustern"
puts "Zu übergebende Parameter: keine"
puts "Zu setzende Variablen: keine"
puts "Benötigte Dateien: div. Bibliothen, Moleküle als NetCDF-Files"
puts "Erzeugte Dateien: Cluster als NetCDF-Files in Verzeichnissen"
puts " cluster_X"
puts ""
exit
}
#############################################################################
# Festlegung der Versuchsparameter #
#############################################################################
# Einstellungen für das Peptid
set peptid cetro
set peptidfile cetro
set n_peptid 1
set peptid_conf random
# Einstellungen für den Partner
set partner embo
set partnerfile embo
set n_partner 1
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set partner_conf random
# Einstellungen für Pfade
set molpath ../molecules
set binpath ../bin
set parpath ../parameter
set libpath ../lib
set incpath ../include
# Einstellungen für die Ablage der Cluster
set ablage cluster
# Einstellungen für die zu verwendenden Parameter und Methoden
set n_cluster 10000
set dockmethod dock_mm3_rot_conhcl
set ff mm3
set optmethod opt_20bfgs
set qeqmethod qeq_noct_conhcl
set randomsamplingmethod rs_noopt
set n_randomsampling 20
# Einstellungen für den Ausgabemodus
# 0: keinerlei Bildschirmausgaben
# 1: Fortschrittsanzeige# 2: Clusterinformationen und -Energien
set debug 0
#############################################################################
# Einbinden der benötigten Methoden und Prozeduren #
#############################################################################
source $libpath/inout.tcl
source $libpath/docktools.tcl
source $incpath/defs_docking.tcl
source $incpath/defs_ff_mm3.tcl
source $incpath/defs_optimize.tcl
source $incpath/defs_qeq.tcl
#############################################################################
# Durchführen des Versuches #
#############################################################################
# Vorbereiten des Ablageverzeichnisses
set resdir [mk_resdir $ablage]
# Laden der Moleküle
moleculeload_netcdf $peptid $molpath/$peptidfile.NetCDF
moleculeload_netcdf $partner $molpath/$partnerfile.NetCDF
# Für alle vorgesehenen Cluster:
for {set n 1} {$n<=$n_cluster} {incr n} {
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set cluster cl
# Docken des Clusters
dock_rs $cluster $n_peptid $peptid $peptid_conf $n_partner $partner $partner_conf $dock-
method $qeqmethod $randomsamplingmethod $n_randomsampling $optmethod
# Speichern des Clusters
set clfile [format "%s/nosolv_cl_%05d" $resdir $n]
clustersave_netcdf $cluster $clfile.NetCDF
clustersave_msi $cluster $clfile.msi
# Löschen des Clusters
$cluster delete
}
exit
Die Anzahl von 10000 Clustern wurde anhand von Vorversuchen als geeignet ermittelt, da sich bei
Erhöhung der Clusteranzahl keine Veränderungen in der für die Auswertung der Berechnungen we-
sentlichen Energieverteilung ergaben. Diese Anzahl kann jedoch ohne weiteres auf geringere oder
größere Werte festgelegt werden. Die Parallelisierung des Dockings ist durch Verteilung der Anzahl
auf einzelne Rechenjobs möglich.
Zur Auswertung der Cluster wurden ebenfalls TCL-Skripte für EVOCAP und SMILESTYPE ent-
wickelt, nachfolgend als shell-Skript für das Batchssystem Codine zusammengestellt:
#!/bin/bash
set dir $1
set name $2
cd /home/thomas/$dir
../tools/auswertung_cluster.tcl
../tools/histogramme_cluster_allg.tcl ./ ’$name’
../tools/histogramme_cluster_spezww.tcl ./ ’$name’
Für diese Auswertungen wurden die TCL-Skripte auswertung_cluster.tcl, histogramme_cluster_allg.tcl
und histogramme_cluster_spezww.tcl erarbeitet. Zur Visualisierung der in spezifische Wechselwir-
kungen einbezogenen Cetrorelix-Atome wurde zusätzlich das Skript patchmsi_spezwwatoms.tcl ent-
wickelt.
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3.5.3 Dateiformat der Ergebnisdateien von EVOCAP- und SMILESTYPE-Rechnungen
Die Ergebnisse der Auswertungen für Moleküle und Cluster werden durch die TCL-Skripte in einem
standardisierten Ergebnis-Fileformat abgelegt, was deren automatisierte Auswertung und Visualisie-
rung ermöglicht.
Dateiformate der durch $libpath/analyze.tcl erzeugten Ergebnisse für Cluster,Moleküle und
Atome, TUC/TUD 08/2001
clusterresults
0 clusterfile string Pfad/Dateiname des Clusters
1 cluster_charge float Ladung des Clusters
2 cluster_dipole float Dipolmoment des Clusters
3 cluster_ec_inter float Intermolekulare Coulomb-Energie des Clusters
4 cluster_ev_inter float Intermolekulare van der Waals-Energie des Clusters
5 cluster_et_inter float Intermolekulare Gesamtenergie des Clusters
6 cluster_ec_intra float Intramolekulare Coulomb-Energie des Clusters
7 cluster_ev_intra float Intramolekulare van der Waals-Energie des Clusters
8 cluster_et_intra float Intramolekulare Gesamtenergie des Clusters
9 cluster_gbsa float GBSA-Solvatationsenergie des Clusters
molresults
0 clusterfile string Pfad/Dateiname des Clusters
1 i integer Nummer des Moleküls im Cluster
2 mol_type string Molekültyp des Moleküls i im Cluster
3 mol_conf integer Konformationsnummer im NetCDF-Molekülfile
4 mol_rg float Gyrationsradius des Moleküls i um Cluster des Moleküls i
im Cluster
5 mol_charge float Ladung des Moleküls i im Cluster
6 mol_dipole float Dipolmoment des Moleküls i im Cluster
7 mol_ec_inter float Intermolekulare Coulomb-Energie des Moleküls i im Cluster
8 mol_ev_inter float Intermolekulare van der Waals-Energie des Moleküls i im Cluster
9 mol_et_inter float Intermolekulare Gesamtenergie des Moleküls i im Cluster
10 mol_ec_intra float Intramolekulare Coulomb-Energie des Moleküls i im Cluster
11 mol_ev_intra float Intramolekulare van der Waals-Energie des Moleküls i im Cluster
12 mol_et_intra float Intramolekulare Gesamtenergie des Moleküls i im Cluster
atomresults
0 clusterfile string Pfad/Dateiname des Clusters
1 i integer Nummers des Moleküls im Cluster
2 atom_id integer Nummern des Atoms im Molekül i des Clusters
3 atom_charge float Ladung des Atoms atom_id im Molekül i des Clusters
4 atom_ec float Intermolekulare Coulomb-Energie des Atoms atom_id im Molekül
i des Clusters (bezogen auf Molekültyp 2 des Clusters)
5 atom_ev float Intermolekulare van der Waals-Energie des Atoms atom_id im
Molekül i des Clusters (bezogen auf Molekültyp 2 des Clusters)
6 atom_et float Intermolekulare Gesamtenergie des Atoms atom_id im Molekül
i des Clusters (bezogen auf Molekültyp 2 des Clusters)
7 atom_dist float Abstand des Atoms atom_id im Molekül i des Clusters zum nächsten
Atom im Molekültyp 2 des Clusters
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tinkerresults
0 clusterfile string Pfad/Dateiname des Clusters
1 bond-stretching float Bond Stretching
2 angle-bending float Angle Bending
3 stretch-bend float Stretch-Bend
4 angle-angle float Angle-Angle
5 oop-bend float Out-of-Plane Bend
6 torsion-angle float Torsional Angle
7 stretch-torsion float Stretch-Torsion
8 1-4-vdw float 1-4 van der Waals
9 other-vdw float Other van der Waals
10 charge-charge float Charge-Charge
11 charge-dipole float Charge-Dipole
12 dipole-dipole float Dipole-Dipole
13 total float Gesamtkonformationsenergie
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3.5.4 Simulationsumgebung für die Steuerung von EVOCAP und SMILESTYPE
Da sowohl EVOCAP als auch SMILEYSTYPE mit TCL-Skripten gesteuert werden, wurde für eine
effiziente Arbeit mit diesen Programmen eine TCL-Simulationsumgebung geschaffen, bestehend aus
TCL-Skripten und -Bibliotheken. Durch deren modularen Aufbau konnten Redundanzen weitgehend
vermieden und eine transparente Struktur der Berechnungsabläufe geschaffen werden.
3.5.4.1 TCL-Skripte zur Steuerung von EVOCAP und SMILESTYPE
Skriptname Funktion Ergebnis Ausführung
csr2netcdf.tcl Konvertierung eines csr-Searchfiles NetCDF-File des Moleküls EVOCAP
minimize_netcdf_mol.tcl Minimierung eines NetCDF-Molekülfiles
mit TINKER
Molekülfile_tinker.NetCDF (gesamt), Ein-
zelfiles .xyz, .key, .energy, .msi
SMILESTYPE
selectgoodconformers_-
netcdf_mol.tcl
Selektion der Konformere eines NetCDF-
Files anhand von Konfiguration/Energie, da-
nach QEQ
Molekülname_DLselected.NetCDF,
Molekülname_DLselected_qeq.NetCDF
EVOCAP
auswertung_mol.tcl Komplette Auswertung von Molekülfiles Ergebnisdateien im Standard-Textformat EVOCAP
histogramme_mol.tcl Komplette Auswertung von Molekülfiles Histogramme als postscript-Files TCLSH
make_am.tcl Erzeugung der Analogiematrix eines
NetCDF-Molekülfiles sowie einer Liste von
Gruppen analoger Konformere
Molekülfile_am.txt, Molekülfile_grp.txt SMILESTYPE
atomdistanz_mol.tcl Analyse des Abstandes zweier Atome in den
Konformeren eines Molekülfiles
Histogramm als postscript-File EVOCAP
classify_peptidebonds_-
mol.tcl
Analyse der phi/psi-Winkel in Peptidketten
und Zuordnung zu Sekundärstrukturtypen
Zuordnungen als Text-File mol_pb.txt EVOCAP
ladungsvarianz_mol.tcl Visualisierung der Ladungsvarianz in Mole-
külfiles
Moleküldatei_qvar.msi mit Ladungsvarianz
als Partialladung
EVOCAP
ramachandran.tcl Analyse der phi/psi-Winkel in Peptidketten
und Darstellung in einem Ramachandran-
Plot
Ramachandran-Plot als postscript-File EVOCAP
torsion_mol.tcl Analyse eines Torsionswinkels in den Kon-
formeren eines Molekülfiles
Histogramm als postscript-File EVOCAP
auswertung_cluster.tcl Komplette Auswertung von evocap-Clustern Ergebnisdateien im Standard-Textformat EVOCAP
histogramme_cluster_-
allg.tcl
Komplette Auswertung von evocap-Clustern Histogramme als postscript-Files TCLSH
histogramme_cluster_-
spezww.tcl
Energetische Auswertung von evocap-
Clustern anhand spezifischer Wechsel-
wirkungen von Molekültyp 1 und 2 im
Cluster
Histogramme als postscript-Files TCLSH
patchmsi_-
spezwwatoms.tcl
Erzeugen von modifizierten evocap-
Clustern, als Ladung wird bei Molekültyp 2
der Abstand zu Molekültyp 1 im Verhältnis
zum cutoff spezifischer Wechselwirkungen
eingesetzt, sonst 0
Modifizierte Cluster als msi-Files patched_-
clusterfile.msi
TCLSH
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3.5.4.2 TCL-Bibliotheken und deren Prozeduren für EVOCAP- und SMILESTYPE-Rechnungen
files_tinker_analyze.tcl
  analyze_tinker_etotal {mol etotal n_ecomponents ecomponent}
  analyze_tinker { component }
  write_tinker_energy {filename etotal n_ecomponents ecomponent}
  read_tinker_energy_total {filename etotal }
docktools.tcl
  writeoutput {cluster text}
  dock_rs {cluster n1 mol1 conf1 n2 mol2 conf2 dmethod qmethod rsmethod nrsomethod}
  solv_conf_rs {cluster n1 mol1 conf1 r2 mol2 fail2 dmethod qmethod rsmethodnrs omethod}
  rs_noopt {cluster dmethod n_steps qmethod}
  rs_noopt_solv {cluster dmethod n_steps qmethod}
files_netcdf.tcl
  read_netcdf_mol {filename cnf_nr n_atoms n_bonds x y z fft atsym chargebonds bond_order}
  read_netcdf_mol_1cnf {filename cnf_nr n_atoms n_bonds x y z fft atsym chargebonds bond_order}
  netcdf_cluster_mol_info {filename n_moltypes moltypename n_mols molt xy z q}
  netcdf_cluster_write_xyzq {filename x y z q}
  netcdf_NetCDF_mol_info {filename moltypename n_cnf}
  read_netcdf_cluster_mol {filename cnf_nr n_atoms n_bonds x y z fft atsymcharge bonds bond_order}
  write_netcdf_mol {filename n_atoms n_bonds n_cnf etotal x y z fft atsymcharge bonds bond_order
ffname molname}
  join_netcdfmol_cluster {atomofs bondofs m_natoms m_nbonds m_fft m_ats m_bondm_bondorder
clm_natoms clm_nbonds clm_fft clm_ats clm_bond clm_bondorder}
inout.tcl
  mk_filelist {searchpath pattern}
  moleculeload_netcdf {mol filename}
  moleculeload_msi {mol filename ff}
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  mk_conflist {molname filename}
  load_cluster_molecules {clusterfile}
  mk_resdir {dirname}
  clustersave_netcdf {cluster filename}
  clustersave_msi {cluster filename}
files_tinker.tcl
  read_tinker_xyz {filename n_atoms n_bonds x y z fft atsym charge bonds}
  read_tinker_xyz_coordinates {filename n_atoms x y z }
  read_tinker_q {filename q }
  write_tinker_xyz {filename n_atoms n_bonds x y z fft atsym charge bonds}
  write_tinker_key_header {filename}
  write_tinker_key_charges {filename n_atoms charge }
  write_tinker_key_minimize {filename}
  write_tinker_key_solvonly {filename}
  read_tinker_key {filename n_atoms charge }
files_msi.tcl
  read_msi {filename n_atoms n_bonds x y z fft atsym charge bonds bond_order}
  write_msi {filename n_atoms n_bonds x y z fft atsym charge bonds bond_order}
visualize.tcl
  patchmsi {wert atomnumber filename}
  histogramm {wertliste n_class title axis type histogrammfile}
  diagramm {wertliste title x_axis y_axis type histogrammfile}
  ramachandran {wertliste title type histogrammfile}
prep_tinkerfiles.tcl
  write_tinker_prmfiles_mol {filename}
  write_tinker_prmfiles_cluster {filename}
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  write_tinker_controlfiles_cluster {filename write_tinker_key_procedure}
  write_tinker_controlfiles_cluster_solvonly {filename}
  write_tinker_controlfiles_cluster_minimize {filename}
analyze.tcl
  torsion {a1 a2 a3 a4}
  secondarystruct {phi psi}
  param_normaldist {wertliste}
  analyze_tinker_energies {clusterfile}
  analyze_cluster {clusterfile mode solv}
files_tinker_prm.tcl
  smile_bond_possible {index1 index2}
  read_tinker_mm3prm {filename}
  write_tinker_mm3prm_atom_bond_opbend_vdw {}
  write_tinker_mm3prm_sel_torsion {typenr}
  write_tinker_mm3prm_sel_angle {typenr}
  tinker_generate_parameterfile {prmfilestr n_types pptype}
element.tcl
  ele_ozs {sym}
util.tcl
  ldelnull {dlist}
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4 Ergebnisse
4.1 Untersuchungen zur Sekundärstruktur von Cetrorelix
4.1.1 FTIR-Spektroskopische Untersuchungen der Sekundärstruktur von Cetrorelix
Die Sekundärstruktur von Cetrorelix wurde von uns in festen und gelösten Proben des Dekapep-
tid-Acetatsalzes untersucht. Die Aufnahme der Spektren erfolgte in diffuser Reflexion (DRIFT) in
KBr für den festen Zustand sowie mittels Horizontaler Abgeschwächter Totalreflexion (HATR) für
feste und gelöste Zustände. Bei der HATR-Analyse flüssiger Proben in Mengen von mindestens 1
ml wurde der verbreitet eingesetzte ZnSE-Kristall verwendet. Für die Analyse fester und flüssiger
Proben in µg-Mengen in HATR kam ein Diamantkristall mit Anpressvorrichtung zum Einsatz. Durch
Voruntersuchungen wurde die Vergleichbarkeit der mit beiden Kristallen erhaltenen ATR-Spektren
sichergestellt.
Die Untersuchung von FTIR-Spektren des mit KBr vermischten, festen Cetrorelix-Acetates (Abb. 17)
erfolgte durch Bandenseparation der Amid I- und Amid II-Banden sowie durch die datenbankgestützte
Analyse nach SARVER und KRUEGER. Die Bandenseparation durch Fourier-Selbstentfaltung (FSD
mit Parametern K=2,2 und λ=20,2 cm1, Abb. 18) lieferte folgende Einzelmaxima, die gemäß Tabelle
6 den verschiedenen Sekundärstrukturelementen zugeordnet wurden:
  1689,2 cm1 mit Extinktion 3,0 Einheiten, entspricht β-Faltblatt/β-turn,
  1670,9 cm1 mit Extinktion 3,5 Einheiten, nicht eindeutig zuzuordnen,
  1652,6 cm1 mit Extinktion 3,7 Einheiten, entspricht α-helikalen und ungeordneten Strukturen,
  1633,8 cm1 mit Extinktion 3,3 Einheiten, entspricht β-Faltblatt,
  1556,0 cm1 mit Extinktion 2,6 Einheiten, nicht eindeutig zuzuordnen,
  1539,8 cm1 mit Extinktion 2,9 Einheiten, entspricht α-helikalen und ungeordneten Strukturen
und
  1514,7 cm1 mit Extinktion 3,6 Einheiten, nicht eindeutig zuzuordnen.
Diese Zuordnung ist als Fehlen einer einheitlichen Sekundärstruktur in Cetrorelix-Acetat zu interpre-
tieren und entspricht damit dem Resultat der NMR-Analysen der ASTA MEDICA AG [Müller et al.
1994]. Die Amid A-Bande wurde zur Auswertung nicht herangezogen, da die Halbwertsbreiten von
Banden in Feststoffspektren und in Lösung gewonnenen Spektren nicht vergleichbar sind.
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Abbildung 17: Spektrum von festem Cetrorelix-Acetat in KBr mit Diffuser Reflexion (DRIFT) als
Gesamtspektrum
4 ERGEBNISSE 79
Abbildung 18: Fourier-Selbstentfaltung der Amid I- und II-Banden (FSD mit Parametern K=2,2 und
λ=20,2 cm1) des Spektrums von festem Cetrorelix-Acetat in KBr
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Zur Bestätigung der Interpretation der FSD-Bandenmaxima wurden die Sekundärstrukturanteile mit
Hilfe der datenbankgestützten Analyse nach SARVER und KRUEGER (vgl. S. 65) wie folgt ermittelt:
  30% β-Faltblatt,
  29% ungeordnete Strukturen,
  11% α-helikale Strukturen und
  30% β-turn.
Damit konnte ebenfalls das gleichzeitige Vorliegen mehrerer Sekundärstrukturelemente im mit KBr
vermischten Cetrorelix belegt werden.
Die FTIR-Spektren des reinen, festen Cetrorelix-Acetates sowie der konzentrierten, wässrigen Lösung
des Peptides wurden mit Hilfe der HATR-Aufnahmetechnik mit Diamantkristall gewonnen (Abb. 19
und 20) und konnten aufgrund ihrer hohen Auflösung direkt ausgewertet werden, ohne dass Banden-
separationstechniken anzuwenden waren. Die Einzelmaxima wurden wiederum gemäß Tabelle 6 den
verschiedenen Sekundärstrukturelementen wie folgt zugeordnet:
  1626 cm1, entspricht β-Faltblatt,
  1559 cm1, nicht eindeutig zuzuordnen,
  1541/1545 cm1, entspricht α-helikalen und ungeordneten Strukturen und
  1514 cm1, nicht eindeutig zuzuordnen.
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Abbildung 19: Vergleich der Spektren von Cetrorelix-Acetat in KBr in Diffuser Reflexion (DRIFT)
sowie rein in Abgeschwächter Totalreflexion (Diamant-HATR) als Gesamtspektren
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Abbildung 20: Vergleich der Spektren von Cetrorelix-Acetat fest und in 2,5 M wässriger Lösung in
Abgeschwächter Totalreflexion (Aufnahme auf Diamant-HATR)
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4.1.2 MC-Simulation der Sekundärstruktur von Cetrorelix
4.1.2.1 Evaluierung des MC-Simulationsverfahrens anhand von Peptiden bekannter Sekun-
därstruktur
Neben dem Algorithmus der Konformationssuche ist die Auswahl des Kraftfeldes zur Berechnung der
Konformationsenergie entscheidend für eine realitätsnahe Modellierung der Molekülstrukturen. Da-
her wurden vor der Arbeit mit Cetrorelix zunächst Peptide bekannter Sekundärstruktur untersucht und
somit die Kraftfeldparameter überprüft. Da alle Konformationsanalysen anhand von Einzelmolekülen
durchgeführt wurden, waren Vergleichsmoleküle auszuwählen, deren Sekundärstruktur ausschließlich
intramolekular stabilisiert wird. Als Beispiel eines kleinräumigen, stabilen Strukturmotivs diente der
Asx-turn im Tetrapeptid Asn-Asn-Asp-Gly. Dieser Turn wird durch eine Wasserstoffbrücke, ausge-
hend vom Carbonylsauerstoff einer Asp- oder Asn- („Asx“) Seitenkette zum Wasserstoff des Amid-
stickstoffes Nn2 der übernächsten Peptidbindung im Rückgrat, stabilisiert [Marraud & Aubry 1996].
In der Kristallstruktur der Asn117-Asn118-Asp119-Gly120-Sequenz im Adenopoietin Typ II konnte eine
derartige Wasserstoffbrücke neben einer weiteren, zwischen NHn und COn des Rückgrates verlaufen-
den, nachgewiesen werden [Marraud & Aubry 1996]. Für den Vergleich dieser Sekundärstrukturen
mit des Ergebnissen unserer Simulationen stellten wir mit der Software Cerius2 3.5 von MSI ein
Set von mehr als 1.000 Konformationen des Tetrapeptides durch Konformationssuche mit Random
Sampling unter Fixierung der planar vorliegenden Peptidbindungen sowie Minimierung jedes Kon-
formers über 500 Schritte mit dem Kraftfeld universal 1.02 [Rappe’ et al. 1992] von Cerius2 her.
Die so erhaltenen Konformere wurden nach einer Neuberechnung der Partialladungen mit Hilfe der
Charge-Equilibration (QEQ) [Rappe’ & Goddard 1991] von EVOCAP mit der Software TINKER
3.8 unter Anwendung des Kraftfeldes MM3 [Allinger et al. 1989] zu energetisch minimalen Struk-
turen optimiert. In Vorversuchen hatte sich bei Anwendung von MM3 die Berücksichtigung der 1-3-
Wechselwirkungspotenziale im Kraftfeld als erforderlich erwiesen, um gebundene Heteroatome, wie
z.B. Cl, korrekt zu modellieren.
Die Raumstruktur der so erhaltenen, energetisch günstigsten, Konformation von Asn-Asn-Asp-Gly
zeigt neben der typischen turn-Struktur des Peptidrückgrates auch als engste Wasserstoffbrücke die
den Asx-turn stabilisierende Wechselwirkung (Abb. 21). Somit ließen sich die wesentlichen, struktur-
stabilisierenden Wechselwirkungen auch in unserem Modell reproduzieren.
Als Modell für eine großräumige, intramolekular stabilisierte Peptidstruktur eignete sich besonders
die als α-Helixbildner bekannte Polyaminosäure Polyalanin [Rabenstein 2000] mit einer dem Cetro-
relix entsprechenden Kettenlänge von 10 Aminosäuren. Dieses Modell wurde wie Asn-Asn-Asp-Gly
als Set von 1000 Konformeren mit Cerius2 3.5 und Random Sampling, QEQ und MM3-Minimierung
mit TINKER erstellt. Die so erhaltenen Konformere wurden mit der α-helikalen Referenzkonformati-
on verglichen. Dabei zeigten die energetisch minimalen Konformere eine starke Stabilisierung durch
intramolekulare Wasserstoffbrücken, die in verschiedenartigen Sekundärstukturformen auftrat. Die
α-Helix wies jedoch eine deutlich geringere Konformationsenergie als die günstigsten β-Faltblatt/β-
turn-Strukturen auf (Tab. 9). Daraus resultiert eine Bevorzugung der α-helikalen Raumstruktur (Abb.
22) in unserem Modell, so wie sie auch in neutraler Lösung zu beobachten ist.
4.1.2.2 Anwendung des MC-Simulationsverfahrens auf Cetrorelix
Nachdem so die Reproduzierbarkeit intramolekular stabilisierter Strukturelemente mit Hilfe von Ran-
dom Sampling und MM3-Minimierung gezeigt werden konnte, wurde auf diese Weise mit Cerius2
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Abbildung 21: Raumstruktur des Asn-Asn-Asp-Gly-Konformers mit minimaler Konformationsener-
gie aus Random Sampling und MM3-Minimierung, gekennzeichnet ist die Asx-turn stabilisierende
Wasserstoffbrücke vom CO der Asnn-Seitenkette zu NHn2 (a), die auch in Kristallstrukturen gefun-
den wurde [Marraud & Aubry 1996].
Tabelle 9: Konformationsenergien und Torsionswinkel ϕψ des Peptid-Rückgrates [Rattei 1995] der
5 energetisch günstigsten Sekundärstrukturen von Polyalanin (Dekamer) aus Random Sampling und
MM3-Minimierung
Konformationsenergie ϕ ψ2[Æ] ϕ ψ3[Æ] ϕ ψ4[Æ] ϕ ψ5[Æ] ϕ ψ6[Æ]
2741,5 kJ/mol -51,1/-40,1 -62,6/-38,5 -71,8/-39,3 -61,3/-46,0 -59,2/-49,8
2751,6 kJ/mol -75,6/89,4 -71,5/69,6 -65,3/93,5 59,0/34,5 94,9/-18,7
2751,6 kJ/mol -82,1/76,0 74,7/-64,5 -163,1/138,3 75,0/-53,9 -69,8/83,0
2756,2 kJ/mol 78,2/-37,6 -68,4/79,7 -73,6/72,6 -73,4/71,9 74,9/-47,1
2756,2 kJ/mol -80,7/74,3 73,7/-64,4 -81,4/58,9 -72,7/7,9 -82,4/61,1
Konformationsenergie ϕ ψ7[Æ] ϕ ψ8[Æ] ϕ ψ9[Æ] Sekundärstruktur
2741,5 kJ/mol -56,6/-42,3 -69,0/-31,2 -82,8/-22,4 α-Helix
2751,6 kJ/mol -72,1/90,6 -65,3/80,5 -73,5/85,3 β-Faltblatt/β-turn
2751,6 kJ/mol 77,0/-39,5 -74,8/71,4 -78,7/65,5 β-Faltblatt/β-turn
2756,2 kJ/mol -78,7/70,1 63,2/-74,6 -135,3/11,2 β-Faltblatt/β-turn
2756,2 kJ/mol 72,9/-47,0 -52,6/-38,0 -121,9/44,6 β-Faltblatt/β-turn
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Abbildung 22: Raumstruktur der energetisch günstigsten, α-helikalen Konformation von Polyalanin
(Dekamer) aus Random Sampling und MM3-Minimierung
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3.5 ein Set von mehr als 10.000 Cetrorelixkonformationen generiert. Nach der Konformationssuche
mittels Random Sampling unter Fixierung der planar vorliegenden Peptidbindungen erfolgte eine er-
ste Minimierung jedes Konformers über 500 Schritte mit dem Kraftfeld universal 1.02 in Cerius2.
Die Anzahl von 10.000 Konformeren ist für eine Reproduktion der globalen energetischen Mini-
malstruktur zwar in diesem Fall noch nicht ausreichend, jedoch steigt der Aufwand für wesentlich
größere Konformationssets mit den derzeitigen technischen Möglichkeiten zu stark an. Die Analy-
se dieser Konformere kann daher wertvolle Aussagen über die Beweglichkeit des Peptidrückgrates
liefern. Nachfolgend wurde für jede dieser Konformationen eine Neuberechnung der Partialladungen
mit Hilfe der Charge-Equilibration sowie eine Minimierung bis zum Gradientenabbruch über maxi-
mal 20000 Schritte mit der Software TINKER 3.8 mit dem Kraftfeld MM3 durchgeführt. So konnten
die durch das Random Sampling erzeugten, teils sehr energiereichen Konformere in energetisch gün-
stigere, räumlich jedoch ähnliche Strukturen überführt werden.
Tabelle 10: Komponenten der MM3-Kraftfeldenergien [Allinger et al. 1989] von 9167 Cetrorelixkon-
formationen aus Random-Sampling und MM3-Minimierung
Energiekomponente Mittelwert [kJ/mol] Standardabweichung [kJ/mol]
bond-stretching 759,5 7,1
angle-bending 165,8 12,1
stretch-bend -11,3 2,1
angle-angle -3,8 0,4
op-bend 2,5 0,8
torsion-angle 75,4 16,3
stretch-torsion -9,2 2,1
1-4-vdw 3849,8 5,9
other-vdw -108,0 18,4
charge-charge 560,6 12,6
charge-dipole -33,9 18,8
dipole-dipole -32,2 13,0
Gesamtenergie 5215,1 48,6
Für die Analyse dieses Sets von Cetrorelixkonformationen im Vakuum wurde eine Energieschranke
bei 6280 kJ/mol verwendet, um energetisch ungünstige lokale Minima des Energiepotenzials aus der
Bewertung auszuschließen. Die Verteilung der erhaltenen Gesamtenergien und deren Gegenüberstel-
lung mit den Gyrationsradien der Cetrorelixkonformere zeigt Abb. 23. Die Mittelwerte und Standard-
abweichungen der einzelnen MM3-Teilenergien wurden in Tab. 10 zusammengefasst.
Mit dem Ziel der realitätsnahen Analyse der im Vakuum berechneten Cetrorelix-Konformere wurde
deren Stabilisierung im Solvens Wasser untersucht. Mit den verfügbaren Rechenkapazitäten konnten
dabei sowohl die explizite Solvatation zweier ausgewählter Cetrorelixkonformere mit Wassermole-
külen, als auch die Solvatation des gesamten Konformationssatzes mit dem Kontinuumsverfahren
GB/SA durchgeführt werden.
Für die explizite Berechnung der Solvatationsenthalpie und deren Vergleich bei Konformationen mit
geringen und hohen Gyrationsradien wurden je eine gestreckte und eine geknäuelte, energetisch mini-
male Cetrorelixkonformation aus Random Sampling und MM3-Minimierung ausgewählt. Beide Kon-
formationen wurden mit einer Solvathülle aus Wasser mit einer Dicke von 0,6 nm umgeben (Abb. 24).
Diese Dicke ist aufgrund der begrenzten Reichweite der Wechselwirkungen zwischen Solut und Sol-
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Abbildung 23: Verteilung der Konformationsenergien (links) sowie Zusammenhang von Konforma-
tionsenergie und Gyrationsradius (rechts) bei Cetrorelix-Konformeren aus Random-Sampling und
MM3-Minimierung
Abbildung 24: Modell eines Cetrorelix-Konformers (Stabdarstellung) mit 0,6 nm dicker Solvathülle
aus Wasser (Strichdarstellung)
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Abbildung 25: Intermolekulare Stabilisierung einer geknäuelten (links) und gestreckten (rechts) Ce-
trorelix-Konformation in 0,6 nm-Solvathülle mit Wasser, berechnet mit EVOCAP
vens ein guter Kompromiss zwischen Modellgröße und Rechenaufwand. Für jedes der beiden Kon-
formere wurde so ein Ensemble aus 1000 Cetrorelix-Wasser-Clustern erstellt, deren intermolekulare
Stabilisierung in Abb. 25 zusammengestellt wurden.
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Abbildung 26: Absolute freie GB/SA-Hydratationsenthalpie des Cetrorelix-Konformationssets in Ab-
hängigkeit vom Gyrationsradius der Konformere
Für die GB/SA-Solvatation konnten aufgrund des geringen Berechnungsaufwandes alle Cetrorelix-
Konformere aus Random-Sampling und MM3-Minimierung verwendet werden. Die ermittelten Sol-
vatationsenthalpien sind in Abhängigkeit vom Gyrationsradius der Konformere in Abb. 26 dargestellt.
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4.2 Aggregation von Cetrorelix
4.2.1 FTIR-Spektroskopische Untersuchungen von Cetrorelix-Aggregaten
Wellenzahlen (cm )-1
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tin
kt
io
n
Abbildung 27: FTIR-Spektren einer 102 M, wässrigen Cetrorelixlösung auf einem ZnSe-HATR-
Kristall in zeitlicher Auflösung von Messbeginn bis zu 330 Stunden
Zunächst wurden ausgehend von den Analysen des festen Cetrorelix (vgl. S. 78) mit Hilfe der FTIR-
Spektroskopie Untersuchungen wässiger Lösungen des Peptides durchgeführt. Derartige Messungen
können jedoch aufgrund der hohen IR-Absorption des Wassers nicht in in traditioneller Aufnahme-
technik mit Küvetten im IR-Strahlengang durchgeführt werden. Zwar ließe sich das Lösungsmittel
Wasser durch D2O ersetzen, welches im Bereich der für die Sekundärstrukturanalyse wesentlichen
Amid-Banden kaum Eigenabsorptionen aufweist, doch beeinflusst D2O die Konformation des Pepti-
des und die Ausbildung der empfindlichen Aggregate möglicherweise in anderer Weise als das Was-
ser. Für die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit kamen daher wässrige Lösungen in Verbindung
mit der HATR-Aufnahmetechnik zum Einsatz. So ließen sich FTIR-Spektren von Lösungen mit Ce-
trorelixkonzentrationen von 102 bis 104 mol/l aufnehmen (Abb. 27 und 28). Die Messzeit betrug
pro Spektrum 1-2 Minuten. Die für die Analyse der Sekundärstruktur des Peptides sensitiven Amid
I-Banden der FTIR-Spektren ließen sich als zwei typische Einzelmaxima deutlich erkennen:
  1640-1660 cm1, entspricht α-helikalen und ungeordneten Strukturen und
  1620-1630 cm1, entspricht β-Faltblatt.
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Abbildung 28: FTIR-Spektren einer 104 M, wässrigen Cetrorelixlösung auf einem Diamant-HATR-
Kristall in zeitlicher Auflösung von Messbeginn bis zu 17 Stunden
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4.3 Charakterisierung von Struktur und Zusammensetzung von Cetrorelix-Komplexen
4.3.1 Einfluss der Stöchiometrie von Cetrorelix-Komplexen auf deren Liberationseigenschaf-
ten
Abbildung 29: Strukturformel von Embonsäure (4,4’-Methylenbis-[3-hydroxynaphthalin-carbon-
säure-(2)])
Im Rahmen der Strukturuntersuchungen zu Cetrorelix und dessen Komplexen wurden mit Hilfe der
dynamischen Liberation zunächst der Einfluss der Komplexstöchiometrie des bekannten und einge-
hend charakterisierten Komplexes mit Embonsäure auf das Freisetzungsverhalten untersucht und mit
der Freisetzungskinetik des reinen Peptides in den verschiedenen Liberationsmedien verglichen. Em-
bonsäure bildet als aromatische Hydroxycarbonsäure schwerlösliche Komplexe mit Cetrorelix, die für
einen zukünftigen klinische Einsatz als Retardsystem in Frage kommen (Abb. 29).
Tabelle 11: Freisetzungsparameter der dynamischen Liberationen von Cetrorelix-Embonsäure-Kom-
plexen verschiedener Stöchiometrie in Ammoniumacetat und Ringerlösung
Medium Ammoniumacetat Ringerlösung
Parameter a b h1 c h1 a b h1 c h1
Stöchiometrie 1:1 0,06 0,08 0,007 0,15 0,58 0,009
Stöchiometrie 1:2 0,06 0,45 0,006 0,04 0,36 0,006
Vergleich: Cetrorelix-Acetat 0,97 5,20 0,22 1,85 0,004
Hierzu wurden Cetrorelix-Embonsäurekomplexe in den Zusammensetzungen 1:1 und 1:2 durch Fäl-
lung der Cetrorelix-Base sowie des Cetrorelix-Acetates aus DMA/Wasser hergestellt (siehe S. 63).
Nachfolgend wurden diese Komplexe durch dynamische Liberation sowie FTIR-Spektroskopie cha-
rakterisiert. Die Ergebnisse dieser Liberationen sind in Abbildung 30 und Tabelle 11 zusammenge-
fasst.
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Abbildung 30: Freisetzungskinetik von Cetrorelix sowie Cetrorelix-Embonsäure-Komplexen ver-
schiedener Stöchiometrie mit je 10 mg Cetrorelixgehalt
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4.3.2 FTIR-spektroskopische Untersuchungen zur Stöchiometrie von Cetrorelixkomplexen
Da mit Hilfe von FTIR-Spektren bereits Einblicke in die Struktur von Cetrorelix und dessen Aggre-
gation gewonnen werden konnten (s. Abschnitt 5.2.3), wurde diese Technik nun auch für die Analyse
der Komplexe eingesetzt. Als Komplexpartner dienten Embonsäure sowie aliphatische Carbonsäu-
ren, deren Komplexe bereits mittels statischer und dynamischer Liberation präzise untersucht worden
waren.
Abbildung 31: Sekundärstrukturanteile von Cetrorelix als Acetat (links) sowie im 1:2-Komplex mit
Embonsäure (rechts)
Abbildung 32: Sekundärstrukturanteile von Cetrorelix in 1:1-Komplexen mit aliphatischen Carbon-
säuren
Da Embonsäure und die untersuchten aliphatischen Carbonsäuren im Bereich der Amid I-Bande des
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Cetrorelix nur geringe Extinktionen aufweisen, konnten zuerst die Veränderungen der Sekundärstuk-
tur von Cetrorelix in den Komplexen anhand der datenbankgestützten Spektrenanalyse bestimmt wer-
den (siehe S.65). Die Ergebnisse dieser Analyse sind in den Abb. 31 und 32 zusammengefasst.
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Abbildung 33: Massenbruch des Embonates an Cetrorelix-Embonsäurekomplexen der Zusammenset-
zung 2:1 bis 1:4
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Abbildung 34: Vergleich der FTIR-Spektren von Cetrorelix, Embonsäure und Ammoniumembonat
Anhand der FTIR-Spektren der Cetrorelix-Embonsäure-Komplexe konnte darüber hinaus eingehend
der Zustand des Komplexpartners studiert werden. Der Vergleich der FTIR-Spektren von Cetrorelix,
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Abbildung 35: Vergleich der FTIR-Spektren von Cetrorelix-Embonsäure-Gemischen (oben) und -
Komplexen (unten) im Bereich der Embonsäurebande bei 1290 cm1
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Embonsäure und Ammoniumembonat (Abb. 34) zeigt eine intensive Bande freier Embonsäure mit
protonierten Carboxylgruppen bei 1290 cm1. In diesem spektralen Bereich zeigen Cetrorelix und
das an den Carboxylgruppen deprotonierte Ammoniumembonat keine scharf begrenzte Bande, sodass
der Bereich zwischen 1280 und 1300 cm1 für eine direkte Quantifizierung der freien Embonsäure
genutzt werden konnte.
Da Ammoniumembonat gegenüber freier Embonsäure und Cetrorelix keine spezifische und scharf
begrenzte Bande aufweist, wurde für diese Bestimmung eine quantitative Mehrstoffanalyse der FTIR-
Spektren analog dem Verfahren in [Rattei 1995] vorgenommen (Abb. 33).
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4.4 Entwicklung neuer Cetrorelix-Komplexe
4.4.1 Analyse bekannter Cetrorelix-Komplexe
Zunächst wurden zur Erstellung einer Basis von Vergleichsdaten der Freisetzungseigenschaften die
bereits intensiv in vitro und in vivo getesteten Cetrorelix-Komplexe mit Embonsäure sowie zweier
Polyaminosäuren synthetisiert und durch dynamische Liberationsanalyse in Ammoniumacetat- und
Ringerlösung charakterisiert.
Cetrorelix-Embonsäure-Komplex
Der Komplex mit Embonsäure wurde im molaren Verhältnis der Komplexpartner von 1:1 nach her-
kömmlicher Vorschrift durch Fällung und nachfolgende Gefriertrocknung hergestellt. Dazu wurden
die Komplexpartner gemeinsam eingewogen, in wenig DMA und Wasser gelöst und durch Zugabe
von Wasser gefällt (siehe S. 63). Dabei schied sich der Komplex als gallertartige Masse in einer sonst
klaren Lösung ab. Durch die dynamische Liberationsanalyse konnte in Ammoniumacetatlösung eine
flächenunabhängige Freisetzung mit fast linearer Auflösung des Komplexes beobachtet werden (Abb.
36, oben). In Ringerlösung ist der Komplex durch einen kombinierten Freisetzungstyp mit einer An-
fangsfreisetzung von 15% des Wirkstoffs gekennzeichnet (Abb. 36, unten).
Cetrorelix-Polyasparaginsäure-Komplex
Für die Herstellung des Komplexes von Cetrorelix mit Polyasparaginsäure wurde die Herstellungsvor-
schrift aus [Murgas 1998] verwendet (siehe S. 63). Als Komplexpartner diente Poly-L-Asparaginsäure
mit einer mittleren molaren Masse von 14.400 g/mol. Beide Komplexpartner wurden getrennt in Was-
ser gelöst und unter Rühren vereinigt. Dabei fiel der Komplex in weißen Flocken aus und wurde
durch nachfolgende Gefriertrocknung quantitativ isoliert. Bei der dynamischen Liberationsanalyse
fällt in beiden Liberationsmedien eine gleichmäßige, lineare Freisetzung ohne Flächenänderung auf
(Abb. 37). Darüber hinaus stimmen die Freisetzungsraten des Wirkstoffs in Ammoniumacetatlösung
und Ringerlösung überein.
Cetrorelix-Polyglutaminsäure-Komplex
Die Herstellung des Komplexes von Cetrorelix mit Poly-L-Glutaminsäure einer mittleren molaren
Masse von 46.200 g/mol erfolgte analog dem Polyasparaginsäure-Komplex (s.o. sowie S. 63). So-
wohl der Habitus des Komplexes, als auch die Freisetzungskinetik der dynamischen Liberation sind
dem Polyasparaginsäurekomplex sehr ähnlich (Abb. 38). Festzustellen ist jedoch eine um ca. 25% ge-
ringere Freisetzungsrate in beiden Liberationsmedien (Tab. 12), gekennzeichnet durch den Parameter
c.
Die kinetischen Parameter der dynamischen Liberationen wurden in Tab. 12 zusammengefasst.
4.4.2 Evaluierung des MC-Simulationsverfahrens von Cetrorelix-Komplexen
Das neu entwickelte MC-Simulationsverfahren für Cetrorelix-Komplexe wurde zunächst an den be-
kannten und gut charakterisierten Komplexen mit den Komplexpartnern Embonsäure sowie Mono-
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Abbildung 36: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-Embonsäure-Komplexes
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Abbildung 37: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-Polyasparaginsäure-Komplexes
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Abbildung 38: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-Polyglutaminsäure-Komplexes
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Tabelle 12: Freisetzungsparameter der dynamische Liberationen von Cetrorelix-Embonsäure- und
Cetrorelix-Polyaminosäurekomplexen in Ammoniumacetat und Ringerlösung
Medium Ammoniumacetat Ringerlösung
Parameter a b h1 c h1 a b h1 c h1
Cetrorelix-Embonsäure-Komplex 0,06 0,08 0,007 0,15 0,58 0,009
Cetrorelix-Poly-Asp-Komplex 0,017 0,33 0,008 0,014 0,35 0,008
Cetrorelix-Poly-Glu-Komplex 0,05 0,21 0,006 0,04 0,26 0,006
Vergleich: Cetrorelix-Acetat 0,97 5,20 0,22 1,85 0,004
und Dicarbonsäuren erprobt. Als Vergleichsmoleküle wurden die nicht als Komplexpartner bekannten
Substanzen Phenol, Benzol, Pyridin und Naphthalin ausgewählt. Es wurden für jeden Komplexpartner
je 10000 Cluster der Stöchiometrien 1:1 und 1:2 berechnet und aus den Verteilungen der berechneten
Wechselwirkungen die energetischen Parameter bestimmt (Tab. 13 und 14).
4.4.3 Anwendung der MC-Simulationen auf Komplexe mit neuartigen Komplexpartnern
Das neu entwickelte und an Mono- und Dicarbonsäuren erprobte MC-Simulationsverfahren wurde für
die Simulation der Komplexe mit den neuartigen Komplexpartnern Salicylsäure, Acetylsalicalsäure,
β-Hydroxynaphthoesäure, β-Acetoxynaphthoesäure und den 8 ausgewählten Dipeptiden eingesetzt.
Es wurden für jeden Komplexpartner je 10000 Cluster der Stöchiometrien 1:1 und 1:2 berechnet und
aus den Verteilungen der berechneten Wechselwirkungen die energetischen Parameter bestimmt (Tab.
15-18).
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Tabelle 13: Wechselwirkungsenergien und GB/SA-Solvatationsenthalpien der Cluster von Cetrorelix
und Aromaten, Carbonsäuren und Embonsäure in der Stöchiometrie 1:1
Energie [kJ/mol] Cetro spec-ec spec-ev spec-et GB/SA
Komplexpartner µ σ U µ σ U µ σ U µ σ U µ σ
Benzol 6440 45,2 5628 -9,2 5,0 -18,8 -12,1 2,9 -15,9 -20,9 5,4 -32,7 -286 15,5
Naphthalin 6434 46,5 5571 -11,3 6,3 -27,2 -16,3 4,2 -23,4 -27,6 6,7 -44,8 -284 15,5
Phenol 6433 46,1 5589 -18,8 8,8 -51,1 -11,3 3,3 -16,3 -30,6 8,8 -62,4 -304 15,5
Pyridin 6437 44,8 5634 -15,1 7,1 -35,6 -10,5 2,9 -14,2 -25,5 7,5 -47,3 -291 15,1
Oxalsäure 6414 47,7 5497 -40,6 14,7 -128 -2,9 2,9 -6,7 -43,5 13,8 -119 -322 15,9
Malonsäure 6386 49,0 5425 -69,9 19,7 -227 -1,7 3,3 -6,7 -71,2 18,8 -216 -341 16,7
Bernsteinsäure 6401 49,0 5435 -53,6 18,0 -183 -4,2 3,3 -8,8 -57,8 17,6 -182 -346 16,3
Glutarsäure 6393 48,1 5465 -61,1 19,3 -210 -4,6 3,8 -10,0 -65,7 18,8 -210 -354 16,7
Adipinsäure 6404 48,1 5483 -51,5 17,2 -168 -6,3 3,8 -11,3 -57,4 17,2 -174 -353 16,7
Pimelinsäure 6403 47,3 5506 -51,5 17,2 -172 -7,1 3,8 -12,1 -58,2 17,6 -183 -355 16,3
Korksäure 6403 48,6 5462 -52,3 18,0 -183 -7,5 3,8 -13,0 -59,9 18,4 -197 -355 16,7
Acelainsäure 6403 48,1 5473 -52,3 18,8 -192 -8,4 3,8 -13,8 -60,7 19,3 -207 -354 16,7
Sebacinsäure 6403 49,0 5443 -53,2 19,3 -204 -8,8 3,8 -14,2 -61,5 20,1 -220 -353 16,7
Undecandisäure 6403 46,9 5530 -53,2 20,1 -211 -9,2 3,8 -15,5 -62,4 20,5 -229 -351 16,7
Dodecandisäure 6403 49,4 5428 -54,0 20,5 -222 -9,6 4,2 -15,9 -63,6 20,9 -238 -350 16,7
Tridecandisäure 6402 48,6 5462 -54,4 21,4 -240 -10,0 4,2 -16,3 -64,1 21,8 -255 -348 16,7
Tetradecandisäure 6403 47,7 5494 -54,4 21,8 -247 -10,0 4,2 -16,7 -64,5 22,2 -263 -346 16,7
Pentadecandisäure 6403 46,1 5558 -54,4 22,6 -257 -10,5 4,2 -17,6 -64,5 23,0 -275 -343 17,2
Hexadecandisäure 6403 47,3 5512 -55,3 23,0 -265 -10,5 4,6 -18,0 -65,7 23,0 -281 -341 17,2
Heptadecandisäure 6403 46,9 5515 -55,7 23,4 -276 -10,5 4,6 -18,8 -66,2 23,9 -293 -339 17,2
Octadecandisäure 6403 49,4 5419 -54,8 23,9 -279 -10,9 4,6 -18,8 -65,3 23,9 -295 -336 17,2
Nonadecandisäure 6403 46,1 5553 -55,3 23,9 -285 -10,9 4,6 -19,7 -66,2 24,3 -302 -334 17,6
Icosandisäure 6403 47,3 5503 -54,8 24,7 -297 -10,9 5,0 -20,5 -65,7 25,1 -315 -331 17,6
Essigsäure 6410 47,7 5493 -46,9 16,7 -161 -3,3 2,9 -6,7 -50,2 16,3 -157 -319 15,9
Propionsäure 6413 48,1 5489 -45,2 17,6 -171 -5,0 2,9 -8,0 -50,2 17,6 -177 -320 15,9
Buttersäure 6413 49,4 5443 -46,5 18,8 -188 -6,3 2,5 -8,8 -52,8 18,8 -198 -320 15,9
Valeriansäure 6412 47,7 5506 -48,6 19,7 -202 -6,7 2,9 -10,0 -55,3 20,1 -214 -319 15,9
Capronsäure 6410 47,7 5494 -51,1 20,9 -229 -7,5 2,9 -10,9 -58,2 21,4 -242 -317 15,9
Oenanthsäure 6409 48,6 5472 -52,8 22,2 -250 -8,0 3,3 -11,7 -60,7 22,6 -263 -316 15,9
Caprylsäure 6409 46,9 5523 -54,4 23,0 -263 -8,0 3,3 -12,6 -62,4 23,0 -277 -313 15,9
Nonansäure 6408 48,6 5462 -55,7 23,9 -283 -8,4 3,8 -13,4 -64,1 24,3 -299 -311 16,3
Caprinsäure 6407 46,9 5529 -56,5 24,3 -293 -8,4 3,8 -13,8 -64,9 24,7 -309 -309 15,9
Undecansäure 6408 47,7 5495 -57,4 25,1 -309 -8,4 3,8 -14,2 -65,7 25,5 -324 -307 16,3
Laurinsäure 6406 47,3 5506 -57,8 25,5 -321 -8,8 4,2 -15,1 -66,6 26,0 -337 -304 16,3
Tridecansäure 6407 47,3 5505 -58,2 26,0 -331 -8,8 4,2 -15,5 -67,0 26,4 -347 -302 16,3
Myristinsäure 6406 47,7 5501 -59,0 26,8 -344 -8,8 4,6 -16,7 -67,8 27,2 -360 -299 16,3
Pentadecansäure 6407 49,0 5450 -59,5 26,8 -346 -8,8 4,6 -16,7 -68,2 27,2 -363 -297 16,3
Palmitinsäure 6407 46,9 5524 -59,0 27,2 -356 -8,8 4,6 -17,2 -67,8 27,6 -371 -295 16,7
Margarinsäure 6406 46,5 5535 -59,5 27,2 -357 -8,8 4,6 -17,6 -68,7 27,6 -373 -293 16,7
Stearinsäure 6406 46,5 5536 -59,5 27,2 -360 -8,8 5,0 -18,4 -68,7 27,6 -374 -290 16,7
Nonadecansäure 6405 46,9 5526 -59,5 28,1 -371 -9,2 5,0 -18,8 -68,7 28,1 -384 -288 16,7
Icosansäure 6408 47,3 5519 -59,0 28,1 -376 -9,2 5,0 -19,3 -68,2 28,1 -386 -285 17,2
Embonsäure 6404 48,1 5478 -42,7 17,6 -165 -15,9 6,3 -32,7 -58,6 18,0 -187 -376 16,3
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Tabelle 14: Wechselwirkungsenergien und GB/SA-Solvatationsenthalpien der Cluster von Cetrorelix
und Aromaten, Carbonsäuren und Embonsäure in der Stöchiometrie 1:2
Energie [kJ/mol] Cetro spec-ec spec-ev spec-et GB/SA
Komplexpartner µ σ U µ σ U µ σ U µ σ U µ σ
Benzol 6418 46,5 5558 -17,6 7,1 -36,8 -24,3 4,6 -32,2 -41,9 7,5 -65,7 -277 15,5
Naphthalin 6405 46,1 5552 -21,8 8,8 -53,2 -32,7 6,3 -49,4 -54,4 10,5 -97,1 -274 15,9
Phenol 6402 49,8 5412 -36,8 13,0 -103 -23,0 5,0 -33,9 -59,9 13,0 -128 -313 15,9
Pyridin 6408 46,5 5546 -29,7 10,0 -69,1 -21,4 4,6 -29,3 -51,1 10,5 -94,6 -289 15,5
Oxalsäure 6365 52,8 5248 -80,8 22,6 -282 -6,3 4,6 -13,8 -87,1 20,9 -261 -348 16,7
Malonsäure 6315 56,9 5018 -134 33,5 -586 -4,6 4,6 -13,4 -138 33,1 -572 -386 18,0
Bernsteinsäure 6343 52,3 5249 -103 28,1 -417 -8,8 4,6 -18,0 -112 27,6 -418 -395 18,0
Glutarsäure 6331 54,8 5133 -116 31,4 -507 -10,0 5,0 -20,5 -126 31,4 -518 -412 18,4
Adipinsäure 6349 50,2 5332 -98,0 26,0 -365 -13,0 5,0 -23,0 -111 26,4 -389 -411 18,0
Pimelinsäure 6349 51,5 5289 -98,4 27,2 -390 -14,2 5,4 -25,1 -113 28,1 -425 -413 18,0
Korksäure 6350 51,1 5311 -98,4 27,6 -400 -15,5 5,4 -27,2 -114 28,5 -439 -413 18,4
Acelainsäure 6349 51,1 5302 -98,0 28,9 -430 -16,7 5,4 -28,9 -115 29,7 -473 -412 18,0
Sebacinsäure 6349 50,7 5322 -100 30,1 -464 -17,6 5,9 -31,0 -118 31,4 -514 -409 18,0
Undecandisäure 6349 49,4 5370 -100 30,1 -468 -18,4 5,9 -31,8 -119 31,4 -516 -407 18,0
Dodecandisäure 6350 49,8 5363 -101 31,4 -492 -18,8 5,9 -33,5 -120 32,7 -543 -404 18,4
Tridecandisäure 6349 50,7 5315 -101 31,8 -511 -19,7 6,3 -34,8 -121 33,1 -559 -399 18,4
Tetradecandisäure 6349 50,7 5329 -102 32,7 -529 -20,1 6,3 -35,2 -121 33,5 -576 -395 18,8
Pentadecandisäure 6350 50,2 5337 -103 33,9 -560 -20,5 6,3 -36,8 -123 34,8 -609 -390 18,8
Hexadecandisäure 6349 50,7 5321 -104 34,8 -586 -20,5 6,7 -37,3 -124 36,0 -638 -386 18,8
Heptadecandisäure 6349 49,8 5347 -104 35,2 -597 -20,9 6,7 -38,9 -125 36,0 -648 -382 19,3
Octadecandisäure 6351 49,4 5366 -104 36,0 -617 -21,4 6,7 -39,8 -125 36,8 -665 -376 19,7
Nonadecandisäure 6351 51,1 5306 -103 36,0 -619 -21,4 7,1 -41,4 -124 36,8 -664 -371 19,7
Icosandisäure 6350 49,4 5377 -103 36,8 -641 -21,8 7,1 -42,3 -124 37,7 -691 -367 19,7
Essigsäure 6359 51,1 5321 -91,7 25,1 -345 -7,1 3,8 -13,4 -98,8 24,7 -341 -342 17,2
Propionsäure 6364 49,4 5383 -89,2 26,0 -362 -10,5 3,8 -16,7 -99,6 26,0 -373 -346 16,7
Buttersäure 6365 49,8 5367 -90,4 28,1 -407 -12,6 4,2 -18,8 -103 28,5 -430 -345 17,2
Valeriansäure 6364 50,2 5356 -94,6 30,6 -466 -13,8 4,2 -20,5 -108 31,0 -493 -343 17,2
Capronsäure 6361 49,0 5407 -98,8 32,2 -517 -15,1 4,6 -23,0 -114 33,1 -548 -340 17,2
Oenanthsäure 6359 49,4 5377 -102 33,9 -564 -15,9 4,6 -24,3 -118 34,3 -595 -336 17,2
Caprylsäure 6356 49,0 5388 -105 35,6 -616 -16,3 5,0 -26,0 -121 36,4 -650 -332 17,6
Nonansäure 6356 48,6 5412 -107 36,4 -638 -16,7 5,0 -27,2 -124 36,8 -672 -327 17,6
Caprinsäure 6354 49,0 5389 -109 38,1 -692 -17,2 5,4 -28,9 -126 38,5 -724 -323 17,6
Undecansäure 6354 50,2 5352 -111 40,2 -758 -17,6 5,4 -30,1 -128 40,6 -793 -319 17,6
Laurinsäure 6353 49,4 5377 -111 40,6 -771 -18,0 5,9 -31,4 -129 41,0 -805 -313 18,0
Tridecansäure 6354 50,2 5342 -113 41,0 -788 -18,0 5,9 -32,2 -131 41,4 -821 -309 18,0
Myristinsäure 6354 52,8 5247 -113 42,3 -835 -18,4 6,3 -33,5 -131 42,7 -865 -304 18,0
Pentadecansäure 6354 50,2 5338 -112 42,3 -833 -18,4 6,3 -33,9 -131 42,7 -864 -299 18,0
Palmitinsäure 6354 49,4 5374 -113 42,7 -844 -18,8 6,3 -35,6 -131 43,1 -872 -294 18,4
Margarinsäure 6354 48,6 5416 -113 44,0 -880 -18,8 6,7 -36,8 -131 44,0 -906 -290 18,4
Stearinsäure 6354 48,1 5423 -112 44,0 -888 -18,8 6,7 -36,8 -131 44,4 -916 -284 18,8
Nonadecansäure 6355 50,2 5338 -111 44,0 -886 -19,3 6,7 -38,1 -130 44,4 -912 -280 18,8
Icosansäure 6356 50,7 5330 -110 44,4 -898 -19,7 7,1 -39,4 -129 44,4 -924 -275 19,3
Embonsäure 6353 48,1 5417 -78,7 25,5 -343 -31,4 9,6 -69,9 -110 28,1 -423 -458 18,0
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Tabelle 15: Wechselwirkungsenergien und GB/SA-Solvatationsenthalpien der Cluster von Cetrorelix
und aromatischen Hydroxycarbonsäuren in der Stöchiometrie 1:1
Energie [kJ/mol] Cetro spec-ec spec-ev spec-et GB/SA
Komplexpartner µ σ U µ σ U µ σ U µ σ U µ σ
Embonsäure 6404 48,1 5478 -42,7 17,6 -165 -15,9 6,3 -32,7 -58,6 18,0 -187 -376 16,3
Salicylsäure 6417 46,1 5563 -35,6 13,4 -107 -10,5 4,6 -18,8 -46,1 13,8 -124 -335 15,9
Acetylsalicyl-
säure
6412 47,3 5509 -43,1 17,6 -168 -10,9 4,6 -18,8 -54,0 18,4 -189 -346 15,5
β-Hydroxy-
naphthoesäure
6411 45,6 5572 -38,1 15,9 -139 -13,8 5,4 -26,4 -52,3 15,9 -154 -335 15,9
β-Acetoxy-
naphthoesäure
6406 48,1 5479 -46,5 20,5 -214 -13,8 5,4 -26,0 -60,3 20,9 -233 -346 15,9
Tabelle 16: Wechselwirkungsenergien und GB/SA-Solvatationsenthalpien der Cluster von Cetrorelix
und aromatischen Hydroxycarbonsäuren in der Stöchiometrie 1:2
Energie [kJ/mol] Cetro spec-ec spec-ev spec-et GB/SA
Komplexpartner µ σ U µ σ U µ σ U µ σ U µ σ
Embonsäure 6353 48,1 5417 -78,7 25,5 -343 -31,4 9,6 -69,9 -110 28,1 -423 -458 18,0
Salicylsäure 6372 48,1 5452 -69,1 19,7 -224 -20,9 6,7 -38,5 -90,0 20,9 -263 -375 17,2
Acetylsalicyl-
säure
6362 47,3 5470 -82,5 26,4 -364 -21,8 6,7 -39,8 -104 27,6 -414 -396 16,7
β-Hydroxy-
naphthoesäure
6363 49,0 5395 -72,4 23,9 -301 -27,6 8,4 -55,3 -99,6 25,1 -353 -376 16,7
β-Acetoxy-
naphthoesäure
6352 48,1 5420 -88,3 31,4 -481 -27,2 8,4 -54,4 -116 32,7 -538 -398 16,7
Tabelle 17: Wechselwirkungsenergien und GB/SA-Solvatationsenthalpien der Cluster von Cetrorelix
und Dipeptiden in der Stöchiometrie 1:1
Energien
[kJ/mol]
Cetro spec-ec spec-ev spec-et GB/SA
Komplexpartner µ σ U µ σ U µ σ U µ σ U µ σ
Embonsäure 6404 48,1 5478 -42,7 17,6 -165 -15,9 6,3 -32,7 -58,6 18,0 -187 -376 16,3
Asp-Phe-OMe 6408 49,0 5440 -44,0 18,4 -180 -11,7 4,6 -20,9 -55,7 18,8 -200 -372 16,3
Asp-Gly 6413 46,9 5532 -41,0 13,0 -107 -7,1 4,2 -13,4 -48,1 13,4 -118 -366 16,3
Asp-Val 6410 46,5 5549 -42,3 15,1 -131 -8,8 4,2 -15,9 -51,5 15,9 -151 -368 17,2
Asp-Tyr 6410 45,6 5571 -39,8 14,7 -127 -10,9 5,0 -21,4 -50,7 15,1 -143 -385 16,7
Glu-Ala 6411 47,7 5505 -40,2 13,0 -108 -8,4 4,2 -15,1 -48,6 13,8 -123 -369 16,7
Glu-Gly 6400 46,9 5513 -52,8 17,6 -177 -6,7 4,2 -14,2 -59,9 17,2 -180 -371 16,7
Glu-Tyr 6410 48,1 5477 -40,2 14,2 -122 -11,3 5,0 -21,8 -51,1 14,7 -139 -386 16,7
Arg-Glu 6407 48,6 5465 -46,1 17,2 -165 -10,0 4,6 -18,8 -56,1 18,0 -185 -372 17,6
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Tabelle 18: Wechselwirkungsenergien und GB/SA-Solvatationsenthalpien der Cluster von Cetrorelix
und Dipeptiden in der Stöchiometrie 1:2
Energien
[kJ/mol]
Cetro spec-ec spec-ev spec-et GB/SA
Komplexpartner µ σ U µ σ U µ σ U µ σ U µ σ
Embonsäure 6353 48,1 5417 -78,7 25,5 -343 -31,4 9,6 -69,9 -110 28,1 -423 -458 18,0
Asp-Phe-OMe 6359 49,4 5386 -82,5 26,8 -373 -23,4 7,1 -43,5 -106 28,1 -424 -450 18,0
Asp-Gly 6364 49,4 5386 -77,5 19,3 -228 -15,1 5,9 -27,6 -92,5 20,1 -256 -435 18,0
Asp-Val 6361 49,4 5388 -81,2 22,2 -279 -18,4 5,9 -32,7 -99,6 23,4 -323 -439 18,4
Asp-Tyr 6361 48,6 5422 -74,5 21,4 -259 -22,6 7,5 -44,4 -97,1 22,6 -302 -473 18,4
Glu-Ala 6364 48,1 5431 -77,0 19,3 -224 -17,2 5,9 -30,1 -94,2 20,1 -258 -441 18,0
Glu-Gly 6343 50,2 5334 -100 27,6 -404 -14,2 5,9 -28,5 -114 27,6 -422 -445 18,4
Glu-Tyr 6360 47,7 5447 -74,9 21,4 -254 -23,0 7,5 -45,2 -98,0 22,6 -299 -475 18,4
Arg-Glu 6354 49,4 5385 -87,1 26,0 -354 -20,9 6,7 -39,4 -108 27,2 -406 -446 19,3
4.4.4 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe von Cetrorelix mit aromatischen Hy-
droxycarbonsäuren
Zur Charakterisierung der Cetrorelixkomplexe mit den ausgewählten aromatischen Hydroxycarbon-
säuren (Abb. 15) wurden je ca. 30 mg der Komplexe hergestellt (siehe S. 63) und durch dynamische Li-
beration in Ammoniumacetatlösung sowie Ringerlösung deren Freisetzungseigenschaften bestimmt.
Tabelle 19: Freisetzungsparameter der dynamischen Liberationen von Cetrorelix-Carbonsäurekom-
plexen in Ammoniumacetat und Ringerlösung
Medium Ammoniumacetat Ringerlösung
Parameter a b h1 c h1 a b h1 c h1
Cetrorelix-Salicylsäure-Komplex 0,27 1,02 0,018 0,07 0,37 0,009
Cetrorelix-Acetylsalicylsäure-Komplex 0,73 0,65 0,005 0,09 0,69 0,011
Cetrorelix-β-Hydroxynaphthoesäure-Komplex 0,53 0,43 0,011 0,50 0,34 0,008
Cetrorelix-β-Acetoxynaphthoesäure-Komplex 0,53 0,71 0,008 0,26 1,28 0,014
Vergleich: Cetrorelix-Acetat 0,97 5,20 0,22 1,85 0,004
Die Charakterisierung der Komplexe mit aromatischen Hydroxycarbonsäuren wird im folgenden zu-
sammengefasst.
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Cetrorelix-Salicylsäure-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1,5
Habitus: schwach rosa, körnig
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Cetrorelix−Salicylsäure−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.266701 
b = 1.02161  h−1
c = 0.0184842  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
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Cetrorelix−Salicylsäure−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.0671044 
b = 0.370975  h−1
c = 0.00901357  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 39: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-Salicylsäure-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 39
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Cetrorelix-Acetylsalicylsäure-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1,5
Habitus: weiß, leichte, sich elektrostatisch aufladende Substanz
0 %
20 %
40 %
60 %
80 %
100 %
0 10 20 30 40 50
0.0 mg/h
0.1 mg/h
0.2 mg/h
0.3 mg/h
0.4 mg/h
0.5 mg/h
Ce
tro
re
lix
−F
re
ise
tzu
ng
Zeit [h]
 
Cetrorelix−Acetylsalicylsäure−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.733659 
b = 0.646628  h−1
c = 0.0052813  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
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Cetrorelix−Acetylsalicylsäure−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.0903099 
b = 0.687113  h−1
c = 0.0108101  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 40: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-Acetylsalicylsäure-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 40
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Cetrorelix-β-Hydroxynaphthoesäure-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1,5
Habitus: weiß, locker, faserig, gewebeartig
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Cetrorelix−beta−Hydroxynaphthoesäure−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.527543 
b = 0.427797  h−1
c = 0.0114186  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
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Cetrorelix−beta−Hydroxynaphthoesäure−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.502998 
b = 0.342771  h−1
c = 0.00830266  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 41: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-β-Hydroxynaphthoesäure-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 41
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Cetrorelix-β-Acetoxynaphthoesäure-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1,5
Habitus: weiß, locker
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Cetrorelix−beta−Acetoxynaphthoesäure−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.528032 
b = 0.705779  h−1
c = 0.0082242  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
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Cetrorelix−beta−Acetoxynaphthoesäure−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.255578 
b = 1.27947  h−1
c = 0.0141424  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 42: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-β-Acetoxynaphthoesäure-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 42
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Cetrorelix−Salicylsäure−Komplexe verschiedener Stöchiometrie
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
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Dynamische Liberation in Ringerlösung
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Abbildung 43: Freisetzungskinetik von Cetrorelix-Salicylsäurekomplexen verschiedener Stöchiome-
trie
Für den Komplex mit Salicylsäure wurden wegen der außergewöhnlich linearen Freisetzungsprofile
zusätzliche Stöchiometrieuntersuchungen durchgeführt. Dafür wurde der Komplex in den vier Zusam-
mensetzungen 1:1, 1:2, 1:3 und 1:4 (jeweils molare Verhältnisse Cetrorelix:Salicylsäure) synthetisiert
und durch dynamische Liberation in Ammoniumacetatlösung und Ringerlösung deren Freisetzungs-
eigenschaften charakterisiert (Ergebnisse in Abb. 43 und Tab. 20).
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Tabelle 20: Freisetzungsparameter der dynamische Liberationen von Cetrorelix-Salicylsäurekom-
plexen verschiedener Stöchiometrie in Ammoniumacetat und Ringerlösung
Medium Ammoniumacetat Ringerlösung
Parameter a b h1 c h1 a b h1 c h1
Stöchiometrie 1:1 -0,045 0,025 0,025 0,21 2,58 0,013
Stöchiometrie 1:2 0,43 0,36 0,015 0,14 1,29 0,012
Stöchiometrie 1:3 0,23 2,45 0,021 0,15 3,16 0,010
Stöchiometrie 1:4 0,74 7,08 0,005 0,060 1,69 0,013
Vergleich: Cetrorelix-Acetat 0,97 5,20 0,22 1,85 0,004
4.4.5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe von Cetrorelix mit Dipeptiden
Zur Charakterisierung der Cetrorelixkomplexe mit Dipeptiden als neuartige Komplexpartnern (Abb.
16) wurden je ca. 30 mg der Komplexe hergestellt (siehe S. 63) und deren Freisetzungseigenschaf-
ten durch dynamische Liberation in Ammoniumacetatlösung sowie Ringerlösung bestimmt. Bei der
Herstellung der Komplexe waren, wie bereits bei den Komplexen mit aromatischen Hydroxycarbon-
säuren, sehr unterschiedliche makroskopische Eigenschaften feststellbar.
Tabelle 21: Freisetzungsparameter der dynamische Liberationen von Cetrorelix-Dipeptidkomplexen
in Ammoniumacetat und Ringerlösung
Medium Ammoniumacetat Ringerlösung
Parameter a b h1 c h1 a b h1 c h1
Cetrorelix-Asp-Tyr-Komplex 0,55 1,05 0,009 0,11 0,20 0,018
Cetrorelix-Asp-Phe-OMe-Komplex 0,25 0,83 0,014 0,04 0,15 0,003
Cetrorelix-Asp-Gly-Komplex 0,65 2,04 0,009 0,11 0,14 0,018
Cetrorelix-Arg-Glu-Komplex 0,87 0,21 0,001 0,02 0,18 0,004
Cetrorelix-Glu-Ala-Komplex 0,58 0,84 0,006 0,05 0,25 0,006
Cetrorelix-Asp-Val-Komplex 0,67 1,16 0,007 0,05 0,14 0,006
Cetrorelix-Glu-Tyr-Komplex 0,59 6,41 0,008 0,025 0,20 0,005
Cetrorelix-Glu-Gly-Komplex 0,35 0,58 0,015 0,12 0,11 0,012
Vergleich: Cetrorelix-Acetat 0,97 5,20 0,22 1,85 0,004
Die Charakterisierung der Komplexe mit Dipeptiden wird im folgenden zusammengefasst.
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Cetrorelix-(Asp-Tyr)-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1
Habitus: schwer pulverisierbares, sehr leichtes, sich elektrostatisch aufladendes weißes Pulver
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Cetrorelix−Asp−Tyr−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.546814 
b = 1.0515  h−1
c = 0.00905955  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
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Cetrorelix−Asp−Tyr−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.112395 
b = 0.19878  h−1
c = 0.0181583  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 44: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-(Asp-Tyr)-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 44
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Cetrorelix-(Asp-Phe-OMe)-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1
Habitus: weißes, sehr leichtes, mäßig pulverisierbares, sich kaum elektrostatisch aufladendes Pulver
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Cetrorelix−Asp−Phe−OMe−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.246529 
b = 0.83497  h−1
c = 0.0142388  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
0 %
20 %
40 %
60 %
80 %
100 %
0 10 20 30 40 50
0.0 mg/h
0.1 mg/h
0.2 mg/h
0.3 mg/h
0.4 mg/h
0.5 mg/h
Ce
tro
re
lix
−F
re
ise
tzu
ng
Zeit [h]
 
Cetrorelix−Asp−Phe−OMe−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.0379615 
b = 0.154006  h−1
c = 0.00306691  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 45: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-(Asp-Phe-OMe)-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 45
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Cetrorelix-(Asp-Gly)-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1
Habitus: leichtes, flockiges, weißes Pulver
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Cetrorelix−Asp−Gly−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.654874 
b = 2.04428  h−1
c = 0.00936477  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
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Cetrorelix−Asp−Gly−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.114344 
b = 0.138867  h−1
c = 0.0180855  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 46: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-(Asp-Gly)-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 46
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Cetrorelix-(Arg-Glu)-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1
Habitus: weißes, gut pulverisierbares, größtenteils flockiges, sich kaum elektrostatisch aufladendes
Pulver
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Cetrorelix−Arg−Glu−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.867496 
b = 0.205983  h−1
c = 0.0013499  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
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Cetrorelix−Arg−Glu−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.0198159 
b = 0.178664  h−1
c = 0.00402629  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 47: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-(Arg-Glu)-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 47
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Cetrorelix-(Glu-Ala)-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1
Habitus: sehr leichtes, flockiges, weißes Pulver
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Cetrorelix−Glu−Ala−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.579249 
b = 0.836904  h−1
c = 0.00590735  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
0 %
20 %
40 %
60 %
80 %
100 %
0 10 20 30 40 50
0.0 mg/h
0.1 mg/h
0.2 mg/h
0.3 mg/h
0.4 mg/h
0.5 mg/h
Ce
tro
re
lix
−F
re
ise
tzu
ng
Zeit [h]
 
Cetrorelix−Glu−Ala−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.0498018 
b = 0.249449  h−1
c = 0.00562195  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 48: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-(Glu-Ala)-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 48
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Cetrorelix-(Asp-Val)-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1
Habitus: weißes, schwer pulverisierbares, sich elektrostatisch aufladendes Pulver
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Cetrorelix−Asp−Val−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.672475 
b = 1.16359  h−1
c = 0.00684632  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
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Cetrorelix−Asp−Val−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.0507023 
b = 0.142101  h−1
c = 0.00626339  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 49: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-(Asp-Val)-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 49
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Cetrorelix-(Glu-Tyr)-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1
Habitus: weißes, gut pulverisierbares, flockiges Pulver
0 %
20 %
40 %
60 %
80 %
100 %
0 10 20 30 40 50
0.0 mg/h
0.1 mg/h
0.2 mg/h
0.3 mg/h
0.4 mg/h
0.5 mg/h
Ce
tro
re
lix
−F
re
ise
tzu
ng
Zeit [h]
 
Cetrorelix−Glu−Tyr−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.589157 
b = 6.40753  h−1
c = 0.00845664  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
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Cetrorelix−Glu−Tyr−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.0248266 
b = 0.195865  h−1
c = 0.00539551  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 50: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-(Glu-Tyr)-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 50
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Cetrorelix-(Glu-Gly)-Komplex
Molare Zusammensetzung: 1:1
Habitus: weißes, gut pulverisierbares, körniges Pulver
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Cetrorelix−Glu−Gly−Komplex
Dynamische Liberation in Ammoniumacetat
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.358309 
b = 0.580257  h−1
c = 0.0153146  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
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Cetrorelix−Glu−Gly−Komplex
Dynamische Liberation in Ringerlösung
NLLS−Fit für [C](t):
a = 0.118351 
b = 0.111299  h−1
c = 0.0120279  h−1
Approx. [C](t)=a·(1−e(−b·t))+c·t
Messwerte kumuliert
Messwerte differentiell
Abbildung 51: Freisetzungskinetik des Cetrorelix-(Glu-Gly)-Komplexes
Freisetzungsprofil der dynamischen Liberation: Abb. 51
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5 Diskussion
5.1 Untersuchungen zur Sekundärstruktur von Cetrorelix
5.1.1 FTIR-Spektroskopische Untersuchungen der Sekundärstruktur von Cetrorelix
Der Vergleich der für die Interpretation der FTIR-Spektren besonders wichtigen Amid I-Banden zwi-
schen den beiden Spektren des rein vorliegenden Cetrorelix (Abb. 20) mit dem Spektrum des in KBr
vermischten Peptides (Abb. 17) zeigt, dass in reinem Cetrorelix weit weniger ungeordnete oder he-
likale Konformationsanteile existieren als in der Probe mit KBr. Vielmehr wird das FTIR-Spektrum
von einer Amid I-Bande dominiert, die eindeutig β-Faltblatt-Konformationen zuzuordnen ist. Dies
ist als Ausdruck intensiver intermolekularer Wechselwirkungen zu interpretieren, die in Verdünnung
mit einem inerten und wasserentziehenden Medium wie KBr weit weniger intensiv wirken können.
Die Veränderungen im FTIR-Spektrum von Proteinen durch Wasserentzug wurden durch HADDEN
et al. [Hadden et al. 1995] eingehend untersucht. Danach verändert sich mit sinkendem Wasseranteil
in Proteinkristallen die Lage der Amid I-Bande in den FTIR-Spektren dieser Präparate.
Aus diesen Beobachtungen lässt sich die Modellvorstellung ableiten, wonach Cetrorelix als Einzelmo-
lekül keine einheitliche Sekundärstruktur aufweist, in konzentrierter fester oder gelöster Form jedoch
durch intermolekulare Stabilisierung zu einem wesentlichen Anteil β-Faltblatt-Konformation besitzt.
Um einen reproduzierbaren und den nativen Bedingungen entsprechenden Wasseranteil der Proben zu
gewährleisten, wurde für die nachfolgenden Untersuchungen auf die Einbettung der Proben in KBr
verzichtet.
5.1.2 MC-Simulation der Sekundärstruktur von Cetrorelix
Die Analyse der einzelnen Kraftfeldenergie-Komponenten in Tab. 10 zeigt deutlich, dass variierende
van der Waals- und Coulomb-Wechselwirkungen gleichermaßen zu den verschiedenen Konformati-
onsenergien beitragen. Der erhebliche Beitrag der Elektrostatik verdeutlicht eindrucksvoll die Bedeu-
tung und Notwendigkeit der Ladungsberechnung mit QEQ für jede einzelne Konformation.
Ein Vergleich der Torsionswinkel im Rückgrat von Cetrorelix und Polyalanin mit Hilfe der Rama-
chandran-Auftragung in Abb. 52 zeigt ein überraschendes Resultat. Trotz der deutlich großräumige-
ren Seitenketten des Cetrorelix weist das Peptid-Rückgrat energetisch minimaler Konformere eine
signifikant höhere Beweglichkeit auf als das des Polyalanins. Diese verminderte räumliche Orientie-
rung kann durch die sehr zahlreichen Möglichkeiten für gerichtete intramolekulare Stabilisierungen
zwischen den teils polaren Seitenketten sowie durch die ungerichteten van der Waals-Stabilisierungen
zwischen unpolaren Seitenketten von Cetrorelix erklärt werden.
Wie Abb. 23 verdeutlicht, erstrecken sich die Konformationsenergien der Cetrorelix-Konformere auf
einen Bereich von 5150-5360 kJ/mol. Dabei sind bevorzugt geknäuelte Konformationen mit Gyrati-
onsradien unter 0,85 nm zu beobachten, was auf die Krümmung des Peptid-Rückgrates bei intramole-
kularer Stabilisierung zurückzuführen ist. Ein ausgeprägtes Minimum der Konformationsenergie bei
einem bestimmten Gyrationsradius existiert jedoch nicht (Abb. 23 rechts).
Abschließend wurde im Konformationsset von Cetrorelix die Variation der Partialladungen unter-
sucht. Durch die individuelle Ladungsberechnung für jedes einzelne Konformer können sich diese
partiellen Ladungen je nach chemischer Umgebung stark unterscheiden. Zur Visualisierung dieser
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Abbildung 52: Ramachandran-Auftragung der Torsionswinkel ϕψ [Rattei 1995] im Peptidrückgrat
der 25 energetisch minimalen Konformere aus Random-Sampling und MM3-Minimierung von Poly-
alanin (links) und Cetrorelix (rechts)
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Abbildung 53: Grad der Variation der Partialladungen in den Cetrorelix-Konformeren aus Random-
Sampling und MM3-Minimierung, dargestellt als Färbungsintensität der Atome
Tatsache wurde die Standardabweichung der Ladungen über alle 9167 Konformere aus Random-
Sampling und MM3-Minimierung berechnet und mit Hilfe eines Molekülmodells visualisiert (Abb.
53). Dabei steigt die Intensität der Färbung eines Atoms mit der Standardabweichung seiner Partialla-
dungen an. Die stärkste Variation der Ladungen ist erwartungsgemäß im Bereich des Peptidrückgrates
und der polaren Seitenketten festzustellen, ausgelöst durch die Ausbildung der intramolekularen Was-
serstoffbrücken.
Die Auswertung der expliziten Solvatation zweier Cetrorelixkonformere mit Wasser zeigt eine signifi-
kant höhere intermolekulare Stabilisierung für das gestreckte Konformer (Abb. 25). Dies ist aufgrund
der zunehmenden Molekülfläche des Konformers sowie der verbesserten Zugänglichkeit der polaren
Peptidbereiche bei einer Entfaltung zu erwarten und wurde auch bei der Solvatation von Polymeren
in anderen Lösungsmitteln, wie Dimethylformamid und Tetrahydrofuran, beobachtet [Drache et al.
1999]. Somit lassen sich aufgrund dieser Modellrechnungen für in Wasser gelöstes Cetrorelix vor-
herrschend gestreckte Konformere erwarten.
Eine Gegenüberstellung der mit GB/SA ermittelten absoluten freien Hydratationsenthalpien in Abb.
26 mit der expliziten Solvatation in der Solventshell (Abb. 25) zeigt erwartungsgemäß, dass die abso-
luten freien Hydratationsenthalpie mit steigendem Gyrationsradius der Konformere zunimmt.
5.1.2.1 Fazit
Die spektroskopischen Untersuchungen zur Sekundärstruktur von Cetrorelix haben das bisherige Wis-
sen aus NMR-Untersuchungen und Modellrechnungen bestätigen und erweitern können. Danach weist
dieses Peptidmolekül keine vorherrschende und bevorzugte Sekundärstruktur auf, sondern kann eine
Vielzahl meist ungeordneter Raumstrukturen einnehmen. Die FTIR-Spektren des reinen Feststoffs
und auch der wässrigen Lösung zeigten jedoch eine bislang unbekannte Orientierung der Peptidmole-
küle zu β-Faltblatt-reichen Strukturen. Dieses Verhalten ist als Aggregation der Moleküle zu größeren
Einheiten zu interpretieren und eingehend zu untersuchen.
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Abbildung 54: Darstellung ausgewählter Raumstukturen von Cetrorelix mit verschiedenen Gyrations-
radien, entnommen aus dem Cetrorelix-Konformationsset
Durch Modellrechnungen konnte die Ursache für das Fehlen einer Vorzugskonformation in der Ko-
existenz vielfältiger intramolekular stabilisierter und energetisch äquivalenter Raumstrukturen mit
stark variierenden Gyrationsradien (Abb. 54) gefunden werden. Bei der Solvatation von Cetrorelix-
Konformeren mit Wasser konnte eine mit steigendem Gyrationsradius des Konformers eine zuneh-
mende Stabilisierung durch das Solvens beobachtet werden. Der dabei stattfindende Ersatz pola-
rer intramolekularer Wechselwirkungen durch intermolekulare wirkt dem Trend zu stark gefalteten
Konformationen im Vakuum entgegen. Wie die Analyse der Ladungsvarianz in den verschiedenen
Cetrorelix-Konformeren zeigte, stehen neben den polaren Seitenketten vor allem die polaren Berei-
che des Peptidrückgrates für derartige Wechselwirkungen zur Verfügung.
5.2 Aggregation von Cetrorelix
5.2.1 FTIR-Spektroskopische Untersuchungen von Cetrorelix-Aggregaten
Die Betrachtung der Intensitäten der beiden Einzelbanden im Amid I-Bereich der FTI-Spektren zeig-
te in beiden Mess-Serien deutlich, dass im zeitlichen Verlauf die Bande zwischen 1640-1660 cm1,
in den Abbildungen 27 und 28 gekennzeichnet durch einen grauen Bereich im Spektrum, erheblich
an Intensität verliert. Die Bande bei 1620-1630 cm1 bleibt in dieser Zeit hingegen fast unverändert.
Dies ist als Zunahme geordneter, β-faltblattartiger Strukturen bei der Aggregation von Cetrorelix zu
interpretieren. Als Ursache dafür sind intermolekulare Stabilisierungen mit Wasser und anderen Cetro-
relixmolekülen anzusehen, die in bestimmten Cetrorelixkonformationen bevorzugt auftreten können.
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Abbildung 55: Links: Charakteristische CD-Kurvenverläufe von Proteinen mit verschiedenen Sekun-
därstrukturen [Woody 1996,Yang et al. 1986], rechts: CD-Spektren von Cetrorelix in 103 M, wässri-
ger Lösung zu Messbeginn sowie nach 28 Stunden
5.2.2 CD-Spektroskopische Untersuchungen von Cetrorelix-Aggregaten
Für die Absicherung der Ergebnisse aus der Interpretation der FTIR-Spektren und um Einflüsse der
HATR-Kristalle auf die Aggregation von Cetrorelix auszuschließen, wurden durch MURGAS ausge-
wählte Vergleichsmessungen mit der CD-Spektroskopie durchgeführt (Abb. 55 rechts) [Murgas 1998].
Beim Vergleich der Kurvenverläufe der frischen, 103 M, wässrigen Lösung sowie der gleichen Lö-
sung nach 28 Stunden mit den Referenzspektren der verschiedenen Sekundärstrukturtypen zeigt sich
deutlich die Zunahme geordneter, β-faltblattartiger Strukturen nach 28 Stunden gegenüber vollständig
ungeordneten Strukturen der frischen Lösung. Der Befund der FTIR-Spektroskopie konnte damit klar
bestätigt werden.
5.2.3 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen von Cetrorelix-Aggregaten
Die Charakterisierung der Aggregationsprozesse durch die Untersuchung der Sekundärstrukturanteile
im Cetrorelix liefert erste, qualitative Einblicke in Ablauf und Ursachen dieses Vorgangs. Für die
Quantifizierung des Aggregationsgrades sowie die Betrachtung verschiedener Einflussfaktoren, wie
Zeit, Temperatur, Eigenkonzentration, Art und Konzentration von Fremdionen, eigneten sich jedoch
weder FTIR- noch CD-Spektroskopie, da mit diesen Methoden nur bis zu 104 M Cetrorelixlösungen
untersucht werden konnten. FTIR-Untersuchungen an 105 M, wässrigen Lösungen lieferten trotz
aufwändiger Präparation der Proben keine auswertbaren Spektren mehr. Aus diesem Grund wurde
für die weiteren Analysen des Aggregationsverhaltens von Cetrorelix in unserer Arbeitsgruppe durch
LANG [Lang 1998] die Fluoreszenzspektroskopie erschlossen.
Als Voruntersuchung wurde das rechnerisch durch Konformationssuche gewonnene Set von Cetro-
relixkonformeren auf die Polarität der Umgebung dieser Seitenkette untersucht, da deren Erhöhung
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Abbildung 56: Durch Modellrechnungen ermittelte Polarität der Umgebung der Ringzentren 1, 2, 3,
4, 4a, 8a (links) und 5, 6, 7, 8, 8a, 4a (rechts) der Naphthylalanyl-Seitenkette in den verschiedenen
Cetrorelix-Konformationen
ein quenching der intrinsischen Fluoreszenz von Chromophoren bewirkt [Jayakumar et al. 1997]. Die
Umgebungspolarität P wurde für zwei Bezugspunkte in den Zentren der beiden kondensierten Ring-
systeme des Naphthylalanins als Summe der Coulomb-Wechselwirkungen gegenüber einer fiktiven
Ladung von +/-1 berechnet:
P  
in
∑
i1
qi
r2i
Dabei sind qi die Partialladungen des Atoms i, ri der Abstand des Atoms i zum Bezugspunkt so-
wie n die Gesamtanzahl der Atome im Molekül. Wie Abbildung 56 zu entnehmen ist, variiert die
Polarität der Umgebung beider Ringzentren je nach Konformation zwischen ca. 60 nm2 und 160
nm2, wodurch sich Strukturwechsel des Peptidmoleküls durch eindeutige spektrale Veränderungen
nachweisen lassen sollten.
In den Untersuchungen von LANG [Lang 1998] wurde jedoch neben spektralen Veränderungen in
Spektren unterschiedlich konzentrierter Peptidlösungen vor allem ein zeitabhängiger Anstieg der Fluo-
reszenzintensität bei konstanter Peptidkonzentration gefunden, der aussagekräftige Hinweise auf die
Aggregation von Cetrorelix lieferte (Abb. 57). Dieser Befund wurde als zunehmender Austausch der
polaren Umgebung des Peptidmoleküls (solvatisierter Zustand) gegen eine apolare (aggregierter Zu-
stand) interpretiert und anhand von Dissoziations- und Denaturierungsversuchen belegt.
Die Untersuchung verschiedener Einflussfaktoren auf das Aggregationsverhalten von Cetrorelix durch
LANG [Lang 1998] lieferte wertvolle Informationen zu Charakterisierung und Verständnis dieser
Vorgänge (Tab. 22). Neben der Bestätigung und Quantifizierung von Einflüssen durch Zeit, Eigenkon-
zentration und Fremdionen, die anhand vorangegangener, makroskopischer Beobachtungen bereits zu
erwarten waren, stellen die gefundene, wenig signifikante Temperaturabhängigkeit der Aggregations-
geschwindigkeit sowie die Schwellkonzentration von cCet=0,01 mg/ml (entspricht ca. 5  106 mol/l)
für Cetrorelix völlig neuartige Erkenntnisse dar (Abb. 58). Die Ursachen des geringen Temperaturein-
flusses auf das Aggregationstempo von Cetrorelix sind momentan noch nicht bekannt. Zu vermuten ist
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Abbildung 57: Fluoreszenzspektren von Cetrorelix (Anregung) bei einer Emissionswellenlänge von
337 nm, 22ÆC, Lösung in 10mM NH4Ac (pH=7,0) nach 1, 3, 24 Stunden [Lang 1998]
Tabelle 22: Zusammenstellung von Parametern und ihrem Einfluss auf die Aggregation von Cetrorelix
[Lang 1998]
Parameter Einfluss auf die Aggregation von Cetrorelix
Zeit sehr stark
Temperatur gering
Eigenkonzentration von Cetrorelix sehr stark
Salzart
Ammoniumacetat stark
Natriumchlorid sehr stark
Salzkonzentration
Ammoniumacetat stark, maximal bei 10-50 mM
Natriumchlorid stark, maximal bei 5-10 mM
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Abbildung 58: Temperaturabhängigkeit (links) und Zeitabhängigkeit (rechts) der Fluoreszenzintensi-
tät von Cetrorelix bei einer Emissionswellenlänge von 337 nm, Lösung in 10mM NH4Ac (pH=7,0)
[Lang 1998]
ein Zusammenhang dieser Tatsache mit der beobachteten Labilität der gebildeten Aggregate, welche
u.a. durch den Zerfall der Aggregate bei chromatografischen Analysen belegt wurde.
5.2.4 Fazit
Betrachtet man die Erkenntnisse aus allen, im Rahmen der vorliegenden Arbeit vorgenommenen,
spektroskopischen Untersuchungen, so stellen sich die Beobachtungen am Cetrorelix als typischer
Aggregationsvorgang hydrophober Polypeptide dar. Die geringe Aggregationsgeschwindigkeit ist durch
das gleichzeitige Vorhandensein hydrophiler und hydrophober Bereiche in der Sequenz des Peptides
zu erklären, wodurch sowohl der solvatisierte als auch der aggregierte Zustand nebeneinander vor-
liegen können. Gestützt wird diese These durch die Beobachtung bei der Durchführung der fluores-
zenzspektroskopischen Untersuchungen, wonach die im Zeitverlauf gebildeten Aggregate auch bei
nachfolgender Verdünnung der Lösung noch nachweisbar blieben [Lang 1998].
Der Einfluss der Elektrolytart und -konzentration auf die Geschwindigkeit ist bei allen ionischen Re-
aktionen ausgeprägt und als Salzeffekt bekannt. Im vorliegenden Fall destabilisiert die Zugabe von
Anionen konzentrationsabhängig den solvatisierten Zustand und begünstigt die Aggregation. Dies ist
durch den störenden Einfluss von Fremdionen auf die Solvathülle des gelösten Cetrorelix zu erklä-
ren, wodurch die Ausbildung des aggregierten Zustandes erleichtert wird. Im Bereich der untersuch-
ten, hohen Elektrolytkonzentrationen ist neben diesem allgemeinen Salzeffekt auch mit spezifischen
Wechselwirkungen zwischen Elektrolyt und Polypeptid zu rechnen, was in Form unterschiedlich star-
ker Einflüsse von Ammoniumacetat oder Natriumchlorid auch beobachtet werden konnte.
Eines der interessantesten Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen zur Cetrorelixaggre-
gation stellen die beobachteten Sekundärstrukturveränderungen beim Übergang des solvatisierten
Peptides in den aggregierten Zustand dar. Derartige Prozesse weisen auf die Ausbildung definierter
Bindungssstellen für hydrophile und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Pep-
tidmolekülen hin. Eine Modellvorstellung zur Ausbildung von Cetrorelixaggregaten in β-Faltblatt-
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Abbildung 59: Vorschlag einer Modellstruktur eines Cetrorelixaggregates in ausgerichteter β-Falt-
blattkonformation, erstellt mit einem ausgewählten Konformer des Cetrorelix-Konformationssets
strukturen zeigt Abbildung 59. Vergleichbare Vorgänge konnten u.a. bei Versuchen zur Faltung von
β-Faltblatt-Membranproteinen an Modellsystemen mit hydrophoben Hexapeptiden durch WIMLEY
et al. beobachtet werden [Wimley et al. 1998]. In deren Untersuchungen wurden vergleichbare Kon-
formationsveränderungen vom ungeordneten, solvatisierten Zustand der Hexapeptide zu geordneten
β-Faltblattstrukturen in den Aggregaten der Peptide in einer Membran nachgewiesen.
Für die Vertiefung des Verständnisses der Cetrorelix-Aggregation sowie zur Gewinnung thermodyna-
mischer und kinetischer Daten über diese Vorgänge ist jedoch die Fixierung und direkte Analyse der
gebildeten Aggregate erforderlich.
5.3 Charakterisierung von Struktur und Zusammensetzung von Cetrorelix-Komplexen
5.3.1 Einfluss der Stöchiometrie von Cetrorelix-Komplexen auf deren Liberationseigenschaften
Durch Analyse der Freisetzungsverläufe (Abb. 30) und Vergleich der durch NLLS-Fit ermittelten
Parameter (Tab. 11) lassen sich zum Einfluss der Stöchiometrie auf die Freisetzungseigenschaften am
Beispiel der Cetrorelix-Embonsäure-Komplexe folgende Schlußfolgerungen ableiten:
  Die Freisetzung des Wirkstoffs aus Cetrorelix-Komplexen erfolgt in Ammoniumacetat und Rin-
gerlösung deutlich verschieden. Als Ursache für diesen Effekt kommen unterschiedliche Benet-
zung und unterschiedlich rascher Zerfall der Komplexpartikel sowie das unterschiedliche Ag-
gregationsvermögen des freigesetzten Cetrorelix in Ammoniumacetatlösung bzw. Ringerlösung
in Betracht.
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  Bei Freisetzung des Wirkstoffs in Ammoniumacetatlösung ist bei beiden Stöchiometrien ein
erhebliches Retardvermögen der Komplexe zu beobachten. Anhand der Freisetzungsparame-
ter lassen sich beide Komplexe dem flächenunabhängigen Freisetzungstyp zuordnen. Eine Zu-
nahme des Komplexpartneranteils führt bei den untersuchten Zusammensetzungen offenbar zu
einer Verringerung der Komplexlöslichkeit, da bei der Stöchiometrie von 1:2 der Retardeffekt
etwas deutlicher ausgeprägt ist.
  Bei Freisetzung des Wirkstoffs in Ringerlösung zeigt sich gegenüber Ammoniumacetatlösung
ein größerer Einfluss der Stöchiometrie auf das Freisetzungsverhalten. Während der 1:2-Kom-
plex wie in Acetatlösung flächenunabhängig freigesetzt wird, kommt beim 1:1-Komplex eine
Anfangsfreisetzung von 15% des Wirkstoffs hinzu. Anhand der Freisetzungsparameter lässt
sich damit der 1:1-Komplex dem kombinierten Freisetzungstyp zuordnen. Entgegen den Er-
wartungen bewirkt die Ringerlösung bei diesem Komplex trotz des stärkeren Aggregationsver-
mögens eine beschleunigte Wirkstofffreisetzung.
Anhand der Liberationsuntersuchungen zeigt sich, dass sowohl die Stöchiometrie von Peptid und
Komplexpartner als auch das verwendete Freisetzungsmedium auf die Stabilität und damit die Libe-
ration des Komplexes einen erheblichen Einfluss ausüben. Dabei führt ein stärkeres Aggregations-
vermögen des Liberationsmediums nicht zwingend zu einer Verzögerung der Wirkstofffreisetzung,
sondern kann diese sogar fördern.
Da die Komplexzusammensetzung auf sehr verschiedene Weise den Charakter und das Freisetzungs-
verhalten der Komplexe verändern kann, ist deren genauere Charakterisierung unerlässlich. Ein Hin-
weis auf Unterschiede zwischen dem 1:1- und 1:2-Komplex wurde durch deren Herstellung selbst
geliefert. Während der 1:1-Komplex nur blassgelb ausfiel, besitzt der 1:2-Komplex wie die Embon-
säure eine intensiv gelbe Färbung. Dies lässt den Schluss zu, dass eine obere Grenze für den Anteil an
Komplexpartner existiert und oberhalb dieser Grenze der Komplexpartner ungebunden vorliegt. Diese
Hypothese konnte nur durch Quantifizierung von gebundenem und ungebundenem Komplexpartner
überprüft werden.
5.3.2 FTIR-spektroskopische Untersuchungen zur Stöchiometrie von Cetrorelixkomplexen
Durch FTIR-spektroskopische Analyse zeigte sich bei allen Cetrorelix-Embonsäure-Komplexen von
den molaren Zusammensetzungen 2:1 bis 1:2 eine Erhöhung des β-Faltblatt-Anteils von 30% im
Cetrorelix-Acetat auf 50% im Komplex mit Embonsäure (Abb. 31). Im gleichen Maße nahmen heli-
kale und ungeordnete Konformationsanteile ab. Dieses Ergebnis deutet auf einen der Aggregation
vergleichbaren Mechanismus der Komplexierung hin, da auch in Cetrorelix-Aggregaten ein deut-
licher Anstieg des β-Faltblatt-Anteils beobachtet wurde. Zur Absicherung dieses Ergebnisses wur-
den die Spektren von Cetrorelix-Komplexen mit aliphatischen Monocarbonsäuren ebenfalls anhand
der datenbankgestützten Spektrenanalyse untersucht, da für diese Komplexpartner in der Arbeit von
MURGAS [Murgas 1998] nach Kettenlänge differenzierte Komplexierungseigenschaften gefunden
worden waren. Dabei zeigte sich wiederum ein Anstieg des β-Faltblatt-Anteils auf 37% im Komplex
mit Caprinsäure oder bis auf 59% im Komplex mit Stearinsäure (Abb. 32). Der beobachtete Anstieg
des β-Faltblatt-Anteils innerhalb der untersuchten Reihe der Säuren ist mit einer zunehmenden Kom-
plexstabilität in statischen und dynamischen Liberationen verbunden, was auf eine Stabilisierung der
Komplexe durch den Ordnungsgrad des Cetrorelix hinweist. Ein absoluter Zusammenhang zwischen
der Konformation des Cetrorelix und den Liberationseigenschaften der Komplexe lässt sich daraus
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jedoch nicht ableiten, da die Freisetzungseigenschaften wesentlich durch die Geometrie der Kom-
plexpartikel sowie die Hydrophobizität des Komplexpartners mitbestimmt werden.
Zusätzlich zur Konformationsanalyse des Cetrorelix in Komplexen unterschiedlicher Stöchiometri-
en erlauben die FTIR-Spektren Rückschlüsse auf den Protonierungsgrad des Komplexpartners. Dazu
wurde der Verlauf der Spektren von Cetrorelix-Embonsäure-Gemischen und -Komplexen miteinander
verglichen. Dabei zeigte sich erwartungsgemäß in allen Gemischen die freie Embonsäure mit einer
deutlichen Bande zwischen 1280 und 1300 cm1 (Abb. 35). Im komplexgebundenen Zustand trat die-
se Bande jedoch erst ab einer molaren Zusammensetzung Cetrorelix:Embonsäure von ca. 1:2, also ab
dem doppelten molaren Embonsäureanteil auf (Abb. 35). Bis zu diesem Verhältnis liegt offenbar die
Embonsäure vollständig in deprotonierter Form als Embonat vor. Zur Bestätigung dieses Befundes
wurde zusätzlich der Embonatanteil der Komplexe quantifiziert. Der ermittelte Embonatanteil steigt
bis zu einem Cetrorelix:Embonsäure-Verhältnis von 1:2 linear an und bleibt darüber etwa konstant
(Abb. 33). Dies bestätigt die Untersuchungen an der Embonsäurebande und erlaubt die Schlussfolge-
rung, dass in Cetrorelix-Embonsäure-Komplexen eine variable Stöchiometrie von 2:1 bis 1:2 existiert
und der gebildete Komplex ionischen Charakter besitzt. Über dieses Verhältnis hinaus eingesetzte
Embonsäure verbleibt in ihrer freien, nicht ionisierten Form.
5.3.3 Fazit
Anhand der vorliegenden Untersuchungen zur Struktur und Zusammensetzung von Cetrorelix-Kom-
plexen lassen sich die bisherigen Vorstellungen über die Natur dieser Komplexe klar bestätigen:
Cetrorelix-Komplexe unterliegen keiner festgelegten Stöchiometrie, sondern lassen sich in einem
großen, kontinuierlichen Bereich der Zusammensetzung synthetisieren und charakterisieren. Zur Sta-
bilisierung derartiger Molekülaggregate tragen unterschiedliche Wechselwirkungen gleichzeitig bei.
Zusätzlich konnten durch die NMR- und FTIR-Spektroskopie für den Referenzkomplex von Cetro-
relix mit Embonsäure die Grenzen des stöchiometrischen Bereiches mit 2:1 und 1:2 bestimmt wer-
den. Die in diesen Systemen bestehenden Wechselwirkungen sind wegen des ionischen Charakters
des Komplexpartners eindeutig elektrostatisch dominiert. Dadurch kann die Stabilität der gebildeten
Komplexe, nicht jedoch ihr Retardverhalten in statischen und dynamischen Liberationen im Medium
Ammoniumacetatlösung erklärt werden. Als wesentlich hierfür sind die hydrophoben Wechselwirkun-
gen zwischen den aromatischen Bereichen des Komplexpartners mit den hydrophoben Seitenketten
des Peptides anzusehen.
Wie bei der Aggregation von Cetrorelix wurde auch bei der Komplexbildung die Zunahme geordneter
Sekundärstrukturen beobachtet. Daher ist auch bei der Komplexierung die Ausbildung spezifischer
Bindungsstellen für elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen anzunehmen. Eine daraus
abgeleitete Modellvorstellung über die Struktur derartiger Komplexe zeigt Abbildung 60.
Wie die pharmakokinetische Modellierung der Freisetzungseigenschaften von Cetrorelix-Komplexen
zeigt, sind für die Liberationseigenschaften der Komplexe zwei parallel ablaufende Elementarprozesse
verantwortlich: ohne Flächenänderung verlaufende Ablösung des Wirkstoffs sowie unter Flächenab-
bau verlaufende Auflösung des Komplexfestkörpers. Mit dem kombinierten Zeitgesetz (Gleichung 1,
S. 33) ist erstmalig die Quantifizierung dieser Vorgänge möglich, eine wesentliche Voraussetzung für
das Entwickeln neuer, „maßgeschneiderter“ Cetrorelixkomplexe.
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Abbildung 60: Vorschlag einer Modellstruktur eines Cetrorelixkomplexes mit Embonsäure (gelb ein-
gefärbt) in geordneter Konformation des Peptides, zusammengestellt aus je einem ausgewählten Kon-
former der Cetrorelix- und Embonsäure-Konformationssets im molekularen Verhältnis 2:3
5.4 Entwicklung neuer Cetrorelix-Komplexe
5.4.1 Analyse bekannter Cetrorelix-Komplexe
Die dynamische Liberation von Cetrorelix-Embonsäure- und Cetrorelix-Polyaminosäure-Komplexen
dokumentierte den großen Einfluss der Freisetzungsmedien auf die Liberation des Wirkstoffs. Insbe-
sondere die Komplexe mit Polyaminosäuren zeigen jedoch im Vergleich mit Cetrorelix-Acetat eine
gleichmäßige, lineare Freisetzung ohne Flächenänderung. Darüber hinaus stimmen die Freisetzungs-
raten des Wirkstoffs in Ammoniumacetatlösung und Ringerlösung fast überein. Dieses Verhalten lässt
den Schluss zu, dass der Polyasparaginsäurekomplex eine großvolumige Matrix bildet, aus der Cetro-
relix durch das Freisetzungsmedium herausgelöst wird. Dabei bleibt die Peptidkonzentration selbst an
der Komplexoberfläche unter dem Aggregationsschwellwert, sodass sich auch in Ringerlösung keine
Aggregate ausbilden können. Diese Interpretation des gegenüber der Embonsäure als Komplexpartner
deutlich veränderten Freisetzungsverhaltens wird durch die mikroskopischen Untersuchungen derar-
tiger Komplexe sowie die in vivo gemessenen Testosteronsuppressionen in männlichen Ratten von
über 600 Stunden bekräftigt [Murgas 1998].
5.4.2 Evaluierung des MC-Simulationsverfahrens von Cetrorelix-Komplexen
Durch den Vergleich der im Modellierungsverfahren ermittelten Energieverteilungen, in Tab. 13 und
14 zusammengestellt, mit den bekannten Komplexierungs- und Liberationseigenschaften der verwen-
deten Komplexpartner konnten sowohl die prinzipielle Eignung des angewandten Modellierungsver-
fahrens für die Berechnung von Komplexwechselwirkungen nachgewiesen, als auch völlig neuartige,
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quantitative Informationen über deren Art und Stärke gewonnen werden: Die inter- und intramole-
kulare Wechselwirkungsenergie von Cetrorelix bei 300 K UCetro besitzt für Partnermoleküle mit
komplexbildenden Eigenschaften signifikant geringere Werte als in Clustern mit den nicht komplex-
bildenden Molekülen Benzol, Phenol, Pyridin und Naphthalin. Diese Energien beinhalten sowohl die
Stabilisierung des Peptidmoleküls durch den Komplexpartner als auch die Konformationsenergie von
Cetrorelix.
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Abbildung 61: Gesamtwechselwirkung (links) und spezifische Wechselwirkungsenergien (rechts) von
Cetrorelix im 1:1-Cluster mit Naphthalin sowie Embonsäure
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Abbildung 62: Abhängigkeit der Cetrorelix-Wechselwirkungsenergien vom Gyrationsradius des Ce-
trorelixkonformers im 1:1-Cluster mit Naphthalin (links ) sowie Embonsäure (rechts)
In Abb. 61 ist deutlich der Unterschied zwischen den Verteilungen der Wechselwirkungsenergien von
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Cetrorelix in Clustern mit Naphthalin sowie Embonsäure zu erkennen. Die Abhängigkeit von Gesamt-
energie und Gyrationsradius des Cetrorelixkonformers illustriert Abb. 62. Im Vergleich zu unkomple-
xiertem Cetrorelix mit den meisten energiearmen Konformeren bei Gyrationsradien zwischen 0,6 nm
und 0,7 nm (Abb. 23 auf S. 87) sind Cetrorelixkonformere mit Gyrationsradien zwischen 0,7 nm und
0,8 nm besonders energiearm in Komplexen. Dies steht mit den Erkenntnissen aus den vorgestellten
Strukturuntersuchungen an Cetrorelixaggregaten und -komplexen im Einklang, in denen im Vergleich
zu freiem Cetrorelix veränderte Sekundärstruktur des Peptides beobachtet wurden.
Der Vergleich der spezifischen Wechselwirkungen der modellierten Cluster ist anhand der berechneten
Werte für Uspecet und deren van der Waals-Komponente Uspecev sowie Coulomb-Komponente
Uspecec möglich. Der Vergleich der Gesamtwechselwirkungen bestätigt die Annahme, wonach
komplexierende Partnermoleküle zu signifikant geringeren Wechselwirkungsenergien im Cluster füh-
ren als nicht komplexierende Moleküle. Im Vergleich der beiden Komponenten begründet sich diese
Tatsache aus einer unterschiedlich großen Coulomb-Komponente der spezifischen Wechselwirkun-
gen. In bisherigen, empirischen Untersuchungen wurden neben hydrophoben hydrophile Funktionali-
täten als erforderliche Strukturmerkmale der Partner für die Komplexierung gefunden [Murgas 1998].
Anhand der Modellrechnungen kann nun deren Einfluss erstmalig quantitativ beschrieben werden. Bei
der Analyse der berechneten Uspecec und Uspecev zeigt sich, dass elektrostatische Wechselwir-
kungen den wesentlichen Anteil an der Komplexstabilisierung liefern. Die signifikante Differenzie-
rung zwischen komplexbildenden und nicht komplexbildenden Partnermolekülen lässt das erarbeitete
MC-Simulationsverfahren somit als geeignete Methode für das Pre-Screening neuer Komplexpartner
erscheinen.
Die berechneten Wechselwirkungen in den homologen Reihen der Mono- und Dicarbonsäuren erklä-
ren die aus experimentellen Arbeiten von MURGAS [Murgas 1998] gewonnene Erkenntnis, wonach
die Komplexierung nur mit den längerkettigen Carbonsäuren möglich ist. Sowohl bei Monocarbon-
säuren als auch bei Dicarbonsäuren nimmt die spezifische Stabilisierung mit steigender Kettenlänge
des Komplexpartners zu. Bei Monocarbonsäuren steigt zusätzlich mit zunehmender Kettenlänge die
GB/SA-Solvatationsenthalpie, während sich diese in der homologen Reihe der Dicarbonsäuren nur
gering ändert. Dies weist auf eine zunehmende Hydrophobierung der Cluster von Cetrorelix und Mo-
nocarbonsäuren mit deren wachsender Molekülgröße hin, die bei Dicarbonsäuren wegen deren zweiter
Carboxyfunktion nicht möglich ist.
Bei der Analyse der GB/SA-Solvatationsenthalpie für die verschiedenen modellierten Cluster zei-
gen sich jedoch auch deutlich die Grenzen des gewählten 1:1- und 1:2-Clustermodells. Sind, wie
im Fall des Komplexpartners Embonsäure, mehrere hydrophile Funktionalitäten vorhanden, wird die
Möglichkeit der Bindung zweier Peptidmoleküle durch ein Molekül des Komplexpartners noch nicht
berücksichtigt. Somit verbleibt ein Teil der Hydroxy- und Carboxygruppen der Embonsäure ungebun-
den und führt zu einer unerwartet hohen GB/SA-Solvatationsenthalpie. Daher sollten in zukünftigen
Arbeiten auch Verfahren für größere Cluster mit mehreren Peptidmolekülen entwickelt werden.
5.4.3 Anwendung der Modellrechnungen auf Komplexe mit neuartigen Komplexpartnern
Die Modellierung der Komplexe mit aromatischen Hydroxycarbonsäuren (Tab. 15 und 16) lässt im
Vergleich zur Referenz Embonsäure meist etwas geringere, im Fall der β-Acetoxynaphthoesäure je-
doch teils höhere Komplexstabilisierungen erkennen. Die GB/SA-Solvatationsenthalpie zeigt hinge-
gen bei allen neuen Komplexpartnern eine höhere Hydrophobie der 1:1- und 1:2-Cluster, verglichen
mit dem Partnermolekül Embonsäure. Beide Erkenntnisse ließen durch Einsatz der vier aromatischen
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Hydroxycarbonsäuren als potenzielle Komplexpartner neuartige Komplexe mit, gegenüber Embon-
säurekomplexen, veränderten Komplexierungs- und Freisetzungseigenschaften erwarten. Die Freiset-
zungsprofile der dynamischen Liberationen (Tab. 19) zeigten tatsächlich eine besonders lineare Frei-
setzung des Peptides aus dem Komplex mit Salicylsäure, selbst in Ammoniumacetat. In Ringerlösung
zeigte darüber hinaus der Komplex mit Acetylsalicylsäure eine hohe Linearität, während die anderen
Komplexpartner zu Freisetzungen mit hoher Flächenänderung führten.
Die Modellierung von Komplexen mit diesen Dipeptiden als Partnermoleküle (Tab. 17 und 18) ließ
beim Vergleich mit der Referenz Embonsäure eine teils geringere, teils deutlich höhere Stabilisie-
rungsenergie in den Komplexen erkennen. Die GB/SA-Solvatationsenthalpien unterscheiden sich hin-
gegen kaum von denen der Cluster mit Embonsäure. Auch mit Dipeptiden sind somit neuartige Kom-
plexe mit gegenüber Embonsäure stark veränderten Freisetzungseigenschaften zu erwarten.
5.4.4 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe von Cetrorelix mit aromatischen Hy-
droxycarbonsäuren
Bei der Herstellung der Komplexe überraschte deren unterschiedlicher Habitus. Trotz der strukturellen
Ähnlichkeiten der Komplexpartner entstand mit Salicylsäure eine körnige, fast kristalline Substanz,
während die Komplexe mit Acetylsalicylsäure, β-Hydroxynaphthoesäure und β-Acetoxynaphthoesäure
sehr leicht und faserig wirkten. Dies lässt auf unterschiedliche Oberflächenbeschaffenheiten und damit
verschiedene Freisetzungsprofile schließen.
Die Auswertung der Stöchiometrieuntersuchungen für Komplexe mit Salicylsäure (Ergebnisse in Abb.
43 und Tab. 20) zeigt einen erheblichen Einfluss der Komplexzusammensetzung auf das Freisetzungs-
verhalten in Ammoniumacetatlösung. Hier besitzen nur der 1:1- und 1:2-Komplex einen ausgeprägten
linearen Bereich der Cetrorelixfreisetzung. Unter den aggregierenden Bedingungen der Ringerlösung
zeigen jedoch die Komplexe aller vier Stöchiometrien ein Freisetzungsprofil fast ohne Flächenände-
rung. Damit ist Salicylsäure ein hochinteressanter, potenzieller Partner für Komplexe mit auch in vivo
linearen Freisetzungsraten.
5.4.5 Herstellung und Charakterisierung der Komplexe von Cetrorelix mit Dipeptiden
Die Komplexe mit Dipeptiden sind nach der Lyophilisierung teils gut handhabbare, körnige Sub-
stanzen, teils auch sehr leicht, flockig und schwer von der Gefäßoberfläche ablösbar. Somit lassen
sich aufgrund der sehr verschiedenen Oberflächenbeschaffenheiten auch hier unterschiedliche Frei-
setzungsprofile erwarten.
Die Freisetzungsprofile der dynamischen Liberationen (Tab. 21) zeigen für das Liberationsmedium
Ammoniumacetat einheitlich Freisetzungsprofile mit überwiegender Freisetzung unter Flächenabbau
und nur geringer linearer Komponente. Lediglich die Komplexe mit Asp-Phe-OMe zeigen einen aus-
geprägteren linearen Freisetzungsverlauf. Unter den aggregierenden Bedingungen der Ringerlösung
hingegen lassen sich die Komplexe in zwei wesentliche Gruppen einteilen:
  linear dominierte Freisetzung mit hohen Freisetzungsraten (c   0012   0018) liefern Komple-
xe mit Glu-Gly, Asp-Gly und Asp-Tyr, und
  linear dominierte Freisetzung mit niedrigen Freisetzungsraten (c   0003   0006) liefern Kom-
plexe mit Glu-Tyr, Asp-Val, Glu-Ala, Arg-Glu und Asp-Phe-OMe.
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Von besonderer Bedeutung ist der bei allen Dipeptidkomplexen ausgeprägt lineare Freisetzungsver-
lauf in Ringerlösung. Dieser Verlauf entspricht den pharmakologischen Anforderungen an ein Retard-
präparat und sollte in späteren Untersuchungen in vivo überprüft werden. Ein Vergleich der Freiset-
zungsrate in Ringerlösung mit dem Habitus der Komplexe zeigt keinen ausgeprägten Zusammenhang.
Daraus ist zu schließen, dass für die Komplexe mit Dipeptiden die makroskopischen Eigenschaften
nicht direkt mit der Art des Flächenabbaus bei der Freisetzung in Verbindung stehen.
5.4.6 Fazit
Für die vorgestellten Komplexe von Cetrorelix und aromatischen Hydroxycarbonsäuren sowie Dipep-
tiden konnten die Komplexmodellierung sowie die Charakterisierung auf der Basis des neu entwickel-
ten kinetischen Modells erstmalig erfolgreich angewandt werden.
Die Berechnung der Komplexwechselwirkungen mit dem neu entwickelten Modellierungsverfahren
ermöglicht für bekannte und neuartige Komplexpartner die quantitative Beschreibung der Komplex-
stabilität, basierend auf der intra- und intermolekularen Wechselwirkungsenergie von Cetrorelix. Sie
beinhaltet sowohl die Konformationsenergie des Peptidmoleküls als auch die Wechselwirkungsener-
gie mit dem Komplexpartner. Die berechneten Komplexstabilitäten erwiesen sich für nicht kom-
plexbildende Partnermoleküle, verglichen mit den Komplexstabilitäten für bekannte oder potenzielle
Komplexpartner, als signifikant geringer. Die Art und Größe der zwischenmolekularen Wechselwir-
kungen lassen sich anhand der spezifischen Wechselwirkungsenergien für Cetrorelix detailliert und
quantitativ beschreiben. So zeigt sich beim Vergleich dieser Energien für Komplexe mit verschiede-
nen bekannten Komplexpartnern, dass neben den van der Waals- stets Coulomb-Wechselwirkungen
entscheidend für die Komplexstabilisierung sind. Hierzu gehören Ionenpaarwechselwirkungen eben-
so wie Wasserstoffbrückenbindungen oder Dipol-Dipol-Wechselwirkungen. Je nach molekularer und
räumlicher Struktur der Komplexpartner differieren vor allem die elektrostatischen Wechselwirkun-
gen. Ein besonders deutliches Beispiel hierfür ist in der homologen Reihe der Dicarbonsäuren die
Malonsäure. Diese ermöglicht durch ihre räumliche Struktur und die beiden Carboxylgruppen eine
besonders gute elektrostatische Wechselwirkung mit Cetrorelix. Es ist daher eine besonders gute Eig-
nung der Malonsäure als hydrophile Komponente in Komplexpartnern für Cetrorelix zu postulieren.
Derartige Erkenntnisse lassen sich zukünftig für die Entwicklung neuartiger Komplexpartner einset-
zen und wurden nur mit Hilfe der vorgestellten Modellrechnungen zugänglich. Nach der Modellrech-
nung lassen sich nunmehr effektiv diejenigen Komplexe mit neuartigen Komplexpartnern zielgerichtet
auswählen, die sich für eine experimentelle Analyse empfehlen.
Auch die Hydrophilie der durch die Komplexbildung entstehenden Molekülcluster lässt sich durch
die Modellrechnungen ermitteln. Wegen des hohen Rechenaufwandes für eine explizite Solvatati-
on mit Wassermolekülen wurde vorerst das wesentlich einfachere Kontinuum-Modell der GB/SA-
Solvatation gewählt. Beim Vergleich dieser GB/SA-Solvatationsenthalpien mit den dynamischen Li-
berationsgeschwindigkeiten für Komplexpartner der homologe Reihe der Monocarbonsäuren zeigte
sich, dass die mit steigender Kettenlänge der Carbonsäure abnehmenden Solvatationsenthalpien mit
den sinkenden Freisetzungsgeschwindigkeiten gut übereinstimmen. Jedoch wurden auch unerwartet
hohe GB/SA-Enthalpien für den hydrophoben Komplex mit Embonsäure gefunden. Die Ursache die-
ses Widerspruchs konnte in der Art des Modells gefunden werden. Es kann mit seiner 1:1- oder 1:2-
Stöchiometrie zwischen Peptid und Komplexpartner die Hydrophobizität derjenigen Komplexe gut re-
produzieren, deren Komplexpartner nur eine oder mehrere, benachbarte, polare funktionelle Gruppen
besitzen. Größere Komplexpartner, wie die längerkettigen, aliphatischen Dicarbonsäuren mit weit ent-
fernten polaren Gruppen, können mit mehreren Peptidmolekülen wechselwirken. Die Modellierung
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derartiger Komplexe setzt ein Berechnungsverfahren mit größeren Clustern aus mehreren Molekülen
des Komplexpartners sowie des Peptides voraus. In zukünftigen Arbeiten werden derartige Modelle
zu entwickeln und anzuwenden sein.
Die Herstellung und Charakterisierung der Komplexe mit den neuartigen Partnern bestätigte die durch
die Modellierung postulierte Stabilität dieser Komplexe. Alle untersuchten neuartigen Komplexpart-
ner führten zu einer verzögerten Freisetzung des Wirkstoffs in einer jeweils spezifischen Freisetzungs-
kinetik. Deren Vorherberechnung war durch die beschränkte Aussagekraft der GB/SA-Solvatation im
1:1- und 1:2-Modell und durch die derzeit nicht zu berechnende, aber für die Freisetzung sehr we-
sentliche, Oberflächenbeschaffenheit des Komplexes noch nicht möglich. Somit stellt die dynamische
Liberationsanalyse weiterhin eine nicht zu ersetzende Charakterisierungsmethode für Peptidkomple-
xe dar. Deren Auswertung konnte mit Hilfe des neu erarbeiteten kinetischen Modells jedoch deutlich
verbessert werden.
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6 Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurden Beiträge zur Entwicklung neuer Depot- und Applikationsformen
von Cetrorelix vorgestellt, die auf Erfahrungen mit dem Verfahren der nichtkovalenten Komplexbil-
dung von Peptiden mit neuartigen Partnermolekülen beruhen.
Zur Erreichung dieses Zieles wurden zuerst die Erkenntnisse und Vorstellungen über die Raumstruktur
von Cetrorelix, die Natur der Aggregationsprozesse sowie Struktur und Wechselwirkungen der Kom-
plexe durch spektroskopische Untersuchungen sowie Modellrechnungen erweitert. Ein so verbesser-
tes Verständnis der Komplexierung sollte zu einer effizienten Entwicklung neuartiger, biokompatibler
Komplexpartner mit „maßgeschneiderten“ Aggregations- und Freisetzungseigenschaften führen.
Für die Untersuchungen zur Sekundärstruktur von Cetrorelix wurden FTIR-Spektroskopie und Mo-
dellrechnungen zur Konformationssuche erfolgreich eingesetzt. Die spektroskopischen Analysen ha-
ben die aus Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen gewonnene Annahme bestätigen können, nach
der dieses Peptidmolekül keine vorherrschende und bevorzugte Sekundärstruktur aufweist, sondern
eine Vielzahl meist ungeordneter Raumstrukturen einnehmen kann. Die FTIR-Spektren des reinen
Feststoffs sowie in wässriger Lösung zeigten jedoch eine bislang unbekannte Orientierung der Peptid-
moleküle zu β-Faltblatt-reichen Strukturen. Dieser Befund konnte als Aggregation der Moleküle zu
größeren Einheiten interpretiert werden und korrespondiert mit der makroskopisch zu beobachtenden
Gelbildung von Cetrorelixlösungen. Die Ursache für das Fehlen einer Vorzugskonformation des nicht
aggregierten Cetrorelix konnte durch Modellrechnungen in der Koexistenz vielfältiger, intramoleku-
lar stabilisierter und energetisch äquivalenter Raumstrukturen mit stark variierenden Gyrationsradien
gefunden werden.
Die Aggregation von Cetrorelix erwies sich nicht nur als Einflussgröße für die Strukturuntersuchun-
gen, sondern auch als unerwünschter Nebeneffekt der in vivo-Applikation von Cetrorelix und dessen
Komplexen. Daher wurde die Aggregation eingehend mit FTIR-, CD- und Fluoreszenzspektroskopie
untersucht. Mit Hilfe von FTIR- und CD-Spektroskopie konnten die mit der Aggregation verbundene-
nen Sekundärstrukturveränderungen des Cetrorelix quantifiziert und deren Geschwindigkeit bei ver-
schiedenen Konzentrationen in wässriger Lösung untersucht werden. Die Fluoreszenzspektroskopie
ermöglichte erstmalig derartige Untersuchungen in stark verdünnten wässrigen Cetrorelixlösungen,
in denen die Aggregation wesentlich von den Umgebungsbedingungen beeinflusst wird. So konn-
ten detaillierte Daten über den Einfluss von Cetrorelixkonzentration, Temperatur, Elektrolytart und
-konzentration auf die Geschwindigkeit der Aggregation gewonnen werden. Mit ihrer Hilfe ist die
Aggregation nunmehr besser charakterisierbar und es lassen sich auf diesen Erkenntnissen aufbauend
zukünftig Verfahren zu ihrer Kontrolle und Vermeidung entwickeln.
Die bisherigen Vorstellungen zur Struktur und Zusammensetzung von Cetrorelix-Komplexen ließen
sich aufgrund der FTIR-spektroskopischen sowie dynamischen Liberationsanalysen klar bestätigen:
Cetrorelix-Komplexe unterliegen keiner festgelegten Stöchiometrie, sondern lassen sich in einem
großen, kontinuierlichen Bereich der Zusammensetzung synthetisieren und charakterisieren. Die Sta-
bilisierung derartiger Molekülaggregate konnte auf polare und hydrophobe Wechselwirkungen zu-
rückgeführt werden. Auch bei der Komplexbildung wurde die Zunahme geordneter Sekundärstruktu-
ren der Cetrorelix-Moleküle beobachtet. Dies ist mit der Ausbildung spezifischer Bindungsstellen für
polare und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Molekülen von Cetrorelix und Komplex-
partner zu erklären.
Die Methoden zur Charakterisierung der Freisetzungseigenschaften von Cetrorelix-Komplexen konn-
ten gegenüber bisherigen Arbeiten wesentlich erweitert werden: So wurden ein in vivo-näheres Frei-
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setzungsmedium eingeführt und ein weitgehend automatisiertes und standardisiertes Datenerfassungs-
und Auswertungsverfahren erarbeitet und erprobt. Dessen Kern ist die pharmakokinetische Modellie-
rung der Freisetzungseigenschaften von Cetrorelix-Komplexen. Es zeigte sich, dass für die Libera-
tionseigenschaften der Komplexe zwei parallel ablaufende Elementarprozesse verantwortlich sind:
ohne Flächenänderung verlaufende Ablösung des Wirkstoffs sowie unter Flächenabbau verlaufende
Auflösung des Komplexfestkörpers. Mit einem dafür formulierten, kombinierten Zeitgesetz ist erst-
malig die Quantifizierung dieser Vorgänge möglich.
Für die Erarbeitung neuartiger Peptidkomplexe kamen bisher Screeningverfahren mit manueller Aus-
wahl potenzieller Komplexpartner auf der Basis empirisch gewonnener Erkenntnisse über Stärke und
Art der Komplexwechselwirkungen zum Einsatz. Für Cetrorelix bedeutete dies die Auswahl von
Komplexpartnern mit hydrophilen, sauren sowie hydrophoben Bereichen im Molekül. In der vor-
liegenden Arbeit wurde der Screeningprozess bezüglich der Selektion potenzieller Komplexpartner
erweitert. Erstmalig wurde vor der experimentellen Darstellung und Charakterisierung neuer Kom-
plexe mit Hilfe eines neu entwickelten Modellierungsverfahrens die zu erwartenden Komplexwech-
selwirkungen berechnet. Dies führte neben einem wesentlich verbesserten, quantitativen Verständnis
der Komplexstruktur zu Komplexen mit neuartigen, biokompatiblen Komplexpartnern. So konnten
mit aromatischen Hydroxycarbonsäuren und Dipeptiden stabile Komplexe dargestellt werden, deren
Freisetzungscharakteristik unter aggregierenden, in vivo-nahen Bedingungen von meist linearer Wirk-
stoffabgabe mit spezifischen, sehr verschiedenen Freisetzungsraten geprägt ist. Einige dieser Komple-
xe besitzten daher ein großes Potenzial für eine lineare, charakteristische Freisetzung des Wirkstoffs
auch bei vivo-Untersuchungen als Basis für einen künftigen Einsatz als neuartige Depotformen für
Cetrorelix.
Die Übertragung der in der vorliegenden Arbeit entwickelten Methoden zur Charakterisierung und
Modellierung von Peptidkomplexen auf weitere Peptidhormone kann den herkömmlichen Entwick-
lungsprozess neuer Komplexe zukünftig ergänzen und erweitern.
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